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Z U S A M M E N F A S S U N G
Nichtribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) zeigen, trotz der hohen Anzahl ihrer Bausteine und der somit
großen  Vielfalt   ihrer   Produkte,   eine   konstante   strukturelle  Verwandtschaft.  Die  NRPS‐Systeme   sind
modular   aufgebaut,  wobei   definierte   Domänen   die   einzelnen   Reaktionen   katalysieren.  Neben   den
katalytischen Domänen ist die Rolle des dynamischen Peptidyl‐Carrier‐Proteins (PCP) für das Verständnis
der  NRPS‐Wirkungsweise  entscheidend.  Studien  vergleichbarer  Systeme   zeigen,  dass  die  das  Carrier‐
Protein  umgebenden  Linkerregionen  aus  Prolin‐  und  Alanin‐reichen  Sequenzen  bestehen,  wodurch  die
Bildung von Sekundärstrukturen erschwert und die Dynamik dieser Domänen unterstützt wird.








repräsentieren  83%  der  Masse  eines  Elongationsmodules  (C‐,  A‐  und  PCP‐Domäne),  auf  deren  starrem
Gerüst  die  dynamische  Asub‐ und  PCP‐Domäne   interagieren.  Anschließende  Untersuchungen  mittels  der
Kleinwinkel‐Streuung (SAXS) zeigten, dass diese enge Interaktion auch im solvatisierten Zustand bestehen
bleibt.   Somit   konnte  die  wichtige  Rolle   der  Workbench,   auch   als  Modell‐System   für   das   generelle
Verständniss der NRPS‐Systeme, bestätigt werden. 
Die   Strukturaufklärung   des   vollständigen   NRPS‐Moduls   ermöglicht   die   eindeutige   Definition   der




Zusätzlich  konnte   in  dem  SrfAC‐S1003A‐Strukturmodell  die  spezifische   Interaktion  zweier  Synthetasen
über  ein  Helix‐Hand‐Motiv  gezeigt  werden.  Dabei   interagiert  die  C‐terminale  α‐Helix   (COM‐Helix)  der
ersten  Synthetase  mit  dem   in  die  C‐Domäne   integrierten  Hand‐Motiv  der  nachfolgenden  Synthetase.
Dadurch   ist   die   spezifische   Erkennung   der   Synthetasen   untereinander   gewährleistet,  wodurch   die
Synthesereihenfolge erhalten bleibt (assembly line).
Durch  die  Kombination  mit  der  Bidomänen‐Struktur  aus  TycC  konnte  desweiteren  ein  multimodulares
NRPS‐Modell  erstellt  werden.  Dieses  Modell  zeigt  eine   linksläufige  Schraubachse,  bei  der   jedes  Modul
entlang der Assembly‐Line um 120° gedreht ist. Weitere Untersuchungen mittels CyoEM an trimodularen
NRPS‐Systemen  sollen  diese  Modul‐Anordnung  bestätigen.  Neben  der  globalen  Architektur  der  NRPS,
zeigt das Akzeptor‐Modell auch die ersten strukturell aufgeklärten Linkerbereiche einer swinging domain.
Die in dieser Arbeit erstmals aufgeklärte Struktur eines NRPS‐Moduls ermöglicht neue synthetische und
chemoenzymatische  Ansätze   für   rationales  Design  und  protein  engineering  an  den  nichtribosomalen
Peptidsynthetasen und so den Zugang zu neuen biologisch wirksamen Peptidverbindungen.
A B S T R A C T
Nonribosomal  peptide  synthetases  (NRPSs)  utilize  complex  regiospecific  and  stereospecific  reactions  to
assemble structurally  and functionally diverse peptides. Despite the  large number of their components
and   the  great  diversity  of  products,  the  NRPS  systems  hold  a  close  structural  relationship.  The  NRPS
systems  shows  a  modular  organisation  with  defined  domains  which  catalyzing  the  single  reactions.   In
addition   to   the   catalytic  domains   the   role  of  dynamic  peptidyl   carrier  protein   (PCP)   is   crucial   for
understanding of the NRPS mode of action.

















biosynthesis  of  novel  nonribosomal  peptides  and  facilitate  the  access  to  new  biologically
active peptide compounds.
STRUKTURMODELL DES TERMINATIONSMODULS DER  SURFACTIN SYNTHETASE
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E I N L E I T U N G
1 Einleitung
Das  Konzept  der  swinging  domains und  swinging  arms[1]  ermöglicht   in  multifunktionalen
Enzymen  und  Enzym‐Komplexen  durch  das  Prinzip  der  Substrattranslokation  die  Synthese
einzigartiger   Intermediate   und   Produkte.  Während   der   Substrattranslokation   ist   das
Intermediat   kovalent   an   der   prosthetischen   Gruppe   (swinging   arm)   gebunden   und
ermöglicht so in multifunktionalen Systemen die Produktsynthese durch active‐site coupling
und  substrate   channeling.   Der   prosthetische   Arm   ist   dabei   selbst   kovalent   über   die
Seitenkette  der  konservierten  Aminosäure  an  die  dynamische  Domäne  (swinging  domain)
gebunden.   Durch   diese   Kombination   kann   die   spezifische   Synthesereaktion   durch   die
Wechselwirkung der dynamischen Domäne mit ihren Interaktionspartnern an verschiedenen
aktiven  Zentren  und   in  einer  bestimmten  Reihenfolge  erfolgen   (active‐site  coupling).  Die




Carboxyl‐Carrier‐Protein  (BCCP)  und  die Carrier‐Proteine (Acyl‐CP, Aryl‐CP und Peptidyl‐CP;
ACP,  ArCP  und  PCP)   in  vielen  multifunktionalen  Systemen,  unter  anderem  der  Pyruvat‐






Die  Liponsäure   spielt  eine  wichtige  Rolle   im  primären  Metabolismus,  daher  haben  viele
Organismen  mehrere  Biosynhtesewege  etabliert,  um  diese  prosthetische  Gruppe   in  die
entsprechende  Komplexe  einzubauen.   In  der   Zelle   selbst   liegt  das   Liponat  nur   in   sehr
geringer  Konzentration  als   freie  Säure  vor,  da  das  meiste  Liponat  auf  die  ε‐Aminogruppe
eines   konservierten   Lysinrestes   der   Lipoyl‐akzeptierenden   Domäne   des   Zielkomplexes
übertragen wird[5]. Die Insertion der Thiolgruppen an der C6‐ und C8‐Position wird durch das
Enzym  LipA  katalysiert,  das  durch  genomische  und  biochemische  Studien  als  Mitglied  der
Radikal‐SAM  Superfamilie   identifiziert   wurde[6].   Die   Rolle   und   Funktion   der   Lipoyl‐
abhängigen  Domänen  sowie   ihrer   Interaktionspartner  wurde  besonders   für  die  Dehydro‐
genase‐Komplexe   ausführlich  beschrieben[7].  Diese  Multienzym‐Komplexe   zählen   zu  der




Komplex   kann  eine  Größe   von  über  9 MDa  erreichen,  während  die   assoziierten  Unter‐
einheiten unkonventionelle enzymatische Aktivitäten erlauben.   Drei verwandte  β‐Hydroxy‐
Carbonsäure‐Dehydrogenase‐Komplexe   zeigen   Affinität   für   Pyruvat   (PDH)[9],   β‐Hydroxy‐
glutarat (OGDH)[10‐11] und verzweigte  β‐Hydroxy‐Carbonsäuren  (BCDH)[12].   Mehrere der
Liponsäure‐abhängigen  Systeme   sind  bereits   strukturell  aufgeklärt.  Der  Pyruvat‐Dehydro‐
genase‐Komplex   (PDH)    wurde  mittels  Kleinwinkelstreuung   (SAXS)[13],  Cryo‐Elektronen‐
mikroskopie   (Cryo‐EM)[14]  und   kristallographischer  Methoden,   als  Vertreter  der   Lipoyl‐
Domäne‐abhängigen  Komplexe  untersucht.  Die  Strukturmodelle  einzelnen  Domänen  des
Glycin‐Decarboxylase‐Komplexes   (GCS)[15‐16]   wurden   als   Vertreter   der   H‐Protein‐
abhängigen  Komplexe  mittels  kristallographischer  Methoden  aufgeklärt.  Die  dynamischen
Domänen  (Lipoyl‐Domäne  und  H‐Protein)  haben  an  der  ε‐Aminogruppe  des  konservierten
Lysins den Lipoamid‐Arm als prosthetische Gruppe gebunden, der die Intermediate zwischen
den einzelnen aktiven Zentren transportiert. 
Biotin   ist  ein  bizyklischer  Naturstoff,  bestehend  aus  einem  Tetrahydroimidazolidon    und
einem  Tetrahydrothiophen  Ring,  der  mit  der   Seitenkette  der  Valeratsäure   verknüpft   ist
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(Abb. 1)[17]. Im letzten Schritt der Biosynthese wird die Schwefelinsertion durch ein Enzym
(BioB)   der   Radikal‐SAM‐Superfamilie   katalysiert[3].   Das   Enzym   BioB   zeigt   signifikante
Sequenzsimilarität zu der Liponat‐Synthase (LipA) was durch genomische und biochemische
Studien  bestätigt  wurde.  Das  Biotin  wird  durch  die  Biotin‐Protein‐Ligase   (BPL)  über  eine
Amidbindung zwischen der Valerat‐Seitenkette und der  ε‐Aminogruppe eines konservierten
Lysinrestes    kovalent  an  das  Enzym  gebunden.  Diese  posttranslationale  Modifikation   ist
außerordentlich   spezifisch   für   die  Mitglieder   aus   der   Gruppe   der   "Biotin‐abhängigen
Familie"[18].  Die  Familie  der  Biotin‐abhängigen  Enzyme   lässt  sich   in  drei  Hauptgruppen,
jeweils   nach   ihrer   Aktivität,   unterteilen:   die   Gruppe   der   Carboxylasen[19],   der
Decarboxylasen[20]  und   der   Transcarboxylasen[21].   Alle   Enzyme   die   diesen   Gruppen
angehören sind an verschiedenen Stoffwechselwegen beteiligt.
 1.1.1 Der Pyruvat‐Dehydrogenase‐Komplex (PDH)
Der   Lipoyl‐abhängige  Pyruvat‐Dehydrogenase‐Komplex   spielt  eine   zentrale  Rolle   im  oxi‐
dativen Metabolismus der Zelle. Das zentrale Gerüst dieses Komplexes bildet die sogenannte
E2‐Einheit (E2p   für die Pyruvat‐, E2o für die  β‐Hydroxyglutarat‐ und E2b für die verzweigte
β‐Hydroxy‐Carbonsäurespezifität),   die   in   drei   strukturell   und   funktional   unabhängige
Domänen  unterteilt   ist[1].  Der  C‐terminale  Teil,  mit  einer  CAT‐Faltung   (Chloramphenikol‐
Acetyltransferase) und einer Masse von 28 kDa, katalysiert den Transfer eines Acyl‐Restes auf
den  ACP  gebundenen  Phosphopantothen‐Arm  und  bildet  ein  Homotrimer  aus   (Abb. 2A)
dessen  Interaktionsflächen die  Acyltransferase‐Aktivität  ausbilden[22].  Je nach  Organismus
bilden  die  als  Homotrimer  organisierten  Einheiten  ein  oktaedrisches  (24‐mer)  bzw.   ikosa‐
edrisches   (60‐mer)   Innengerüst   (E2 core).   Jede  Acyltransferase‐Domäne  des   Innengerüsts
enthält zwei exponierte Domänen: die 80 Aminosäuren lange, N‐terminale, Lipoyl‐akzeptie‐
rende  Domäne   (LD)[23]  und  die   sehr   kleine,  nur  aus   ca.  35  Aminosäuren  bestehende,
periphere Untereinheit Bindedomäne (PSBD)[24], die durch die Interaktion zu den E1‐ und
E3‐Domänen[25‐26]  den   vollständigen   Dehydrogenase‐Komplex   ausbildet.   Da   jede   E2‐





Lysinrestes   als   Lipoylamid  beladen.  Die  Alanin‐  und  Prolin‐reiche   Linkerregion  der  PSB‐
Domäne  ermöglicht  der  dynamischen  Lipoyldomäne   (LD)  zwischen  den  einzelnen  aktiven
Zentren der drei partizipierenden Domänen (E1, E2 und E3) zu agieren (Abb. 2B). Dabei wirkt
die  prosthetische  Lipoylgruppe  als  Träger  der  kovalent  gebundenen  Acyl‐Intermediate  und
reduzierender Äquivalente (Abb. 2B). 
4
E I N L E I T U N G
Die  PSB‐Domäne   ist  die   kleinste  bekannte,   zur  Disulfidbrücken‐   bzw.  Metallionenfreien
Faltung fähige, Domäne. Diese Domäne ist für die Komplexierung der ThDP‐abhängigen E1‐
Untereinheit sowie, mit Ausnahme der eukaryotischen PDH‐Komplexe, für die Verbindung zu
dem  Dehydrogenase  Dimer   (E3)  verantwortlich.   In  eukaryotischen  PDH‐Komplexen   ist  die
PSBD  an  einer   zusätzlichen  E2‐Untereinheit,  dem   sogenanten  X‐Protein,  oder  E3  Binde‐
protein   (E3BP),   lokalisiert   (Abb. 2B  –  SAXS)[13].  Die  PSBD  besteht  aus  zwei  parallelen  α‐
Helices sowie einem Loop und bildet eine sehr starke Interaktion mit der E1‐Domäne bzw.
mit dem E3‐Dimer aus. Die vier katalytischen Schritte des Pyruvat‐Dehydrogenase‐Komplexes
sind   in   Abbildung  2B   dargestellt.   Das   Substrat   (Pyruvat)   wird   einer   irreversiblen
Decarboxylierung  unterzogen,  die  durch  die  Thiamindiphosphat‐abhängige  Decarboxylase






des Dehydrogenase‐Dimers  (E3),  damit  der  Dithiolan‐Ring des Lipoamid‐Armes  regeneriert
und  gleichzeitig  NAD+  reduziert  werden  kann[27].  Cryo‐EM‐Untersuchungen  am  gesamten
PDH‐Komplexen  zeigten, dass diese einen Durchmesser  von  ca.  450 Å, mit  einem  innerem
Kern aus 60 E2‐Einheiten aufweisen. Die dynamische Lipoyl‐Domäne überwindet dabei den




aus  Rhizobium etli[28].  Das PC‐Tetramer besteht aus zwei Ebenen, die  wiederum aus zwei
aufeinanderliegenden,   antiparallel   orientierten,   ca.   130 kDa   schweren   Polypeptidketten
gebildet  werden  (Abb. 3A). Jede  besteht  aus  drei  funktionellen  Domänen:  die  N‐terminale






Biotin  wird   zuerst  am  aktiven  Zentrum  der  BC1‐Domäne   in  einer  ATP‐  und  Bicarbonat‐
abhängigen Reaktion carboxyliert. Um die Carboxyl‐Gruppe auf Pyruvat zu übertragen, muss
das   entstandene   Carboxy‐Biotin  mit   dem  im   aktiven   Zentrum   der   CT2‐Domäne   der
gegenüberliegenden   Polypetidkette   liegenden   Pyruvat   interagieren.   Die   BCCP1‐Domäne
übernimmt den Transfer der reaktiven Intermediate zwischen den entsprechenden aktiven
Zentren, wobei die Distanz  intermolekular 65 Å und  intramolekular 80 Å beträgt (Abb. 3B).
Die  allosterische  Domänen   (Abb. 3C,  grün)  können  Acetyl‐CoA  binden  und  die  Reaktion






Abbildung 3:  Schema,  Modell  und  Strukturdarstellung  des  Pyruvat‐Carboxylase‐Komplexes.
(A) Schema  über  die  Anordnung  der  PC‐Polypeptidketten.   (B) Modell  des  Tetramers  um  die  Bewegung  der
BCCP‐Domäne zu der gegenüberliegenden Polypeptidkette zu verdeutlichen[28]. (C) Kristallstrukturdarstellung
der Pyruvat‐Carboxylase (pdb: 2QF7).
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zwischen der allosterischen Domäne (AD) und Acetyl‐CoA statt. Dadurch ist eine räumliche
Nähe   zwischen  den   für  die  BCCP1‐Domäne   relevanten   aktiven   Zentren  BC1  und  CT2  zu
beobachten. Im Gegenteil dazu kann im „unterem“ Teil des Bidimers, in der Abbildung 3C als
Oberfläche gezeigt (surface) keine Interaktion mit Acetyl‐CoA festgestellt werden, so daß die
BCCP‐Domänen   delokalisiert   vorliegen   und   daher   keine   konkrete   Elektronendichte




Die  als  Coenzym  A  aktivierte  Phosphopantethein‐Arm  wird  mittels  einer  Mg2+‐abhängiger
Phosphopantotheinyl‐Transferase   (PPTase)   kovalent  an  die  Seitenkette  des   konservierten
Serinrestes   eines   Trägerproteins   (carrier   protein)   übertragen[30].  Die   posttranslationale
Phosphopantetheinylierung   ermöglicht   die   Initiation,   Elongation,   Prozessierung   sowie
Abspaltung   des   kovalent   gebundenen   Acyl‐,   Aryl‐   bzw.   Aminoacyl‐S‐Enzym‐Thioesters.
PPTasen werden sowohl nach ihren Sequenzhomologien als auch ihren Substratspezifitäten
in  drei  Gruppen  unterteilt[31].  Die  erste  Gruppe   ist  nach  dem  Enzym  AcpS   (acyl  carrier
protein synthase) aus  E. coli benannt[32]. Die dieser Gruppe angehörigen Enzyme bestehen
aus etwa 120 Aminosäuren und sind in fast allen Mikroorganismen für die Modifikation von
ACPs   der   Fettsäuresynthasen   (FAS)   als   auch   der   Typ   II   Polyketidsynthasen   (PKS)
verantwortlich[33]. Die  228  Aminosäuren  lange PPTase  Sfp  aus  Bacillus subtilis  (Abb. 4)  ist
der  Prototyp  der   zweiten  Gruppe[34‐35].  Die  Enzyme  dieser  Gruppe  wurden  meistens
assoziiert  mit   Genclustern   der   nichtribosomalen   Peptidsynthetasen   gefunden.   Im   Sfp‐
Strukturmodell[36]  bildet die  N‐terminale Subdomäne  eine ähnliche Faltung wie die AcpS‐
ähnliche  C‐terminale Subdomäne  des  Enzyms.  Die beiden  Subdomänen  definieren so  eine
Faltung  als  Pseudodimer  (pseudo  2‐fold  dimer;  Abb. 4).  Die   Interaktionsfläche,  an  der  das
CoA bindet, wird bei Sfp durch die zwei Teile des Pseudodimeres und bei AcpS zwischen den
einzelnen Monomeren des AcpS‐Trimers gebildet. Diese wird von den in jeder Hälfte des Sfp





koordiniert.  Das   an   der   Bindung   des  Diphosphatrestes   beteiligte  Mg2+‐Ion   (Abb. 4;   rot
umrahmt) wird zusätzlich durch ein Wassermolekül koordiniert, das vermutlich während der
Übertragung  durch  die Hydroxyl‐Gruppe des  konservierten  Serins besetzt  wird[36]. Die  3'‐









die  wiederholte  Kondensation  mit  dem  ACP‐gebundenem  Malonat  elongiert  wird[39].  Die
8
E I N L E I T U N G
resultierenden β‐Keto‐Thioester werden durch die Folge von Ketoreduktion, Dehydration und












In   allen   Typen   spielt   das   ACP   eine   zentrale   Rolle   und  muss   zunächst  mittels   eines
posttranslationalen Phosphopantetheinyl‐Transfers durch eine AcpS‐ähnliche PPTase (Typ II)






der  ACP  erfolgen.  Dabei  wird  das  Acetyl‐CoA  bzw.  Malonyl‐CoA  von  holo‐ACP  koordiniert,
wodurch die sauere Seitenkette eines Glutamatrestes von Helix III mit der Säuregruppe des
jeweiligen   Substrates   interagiert.   Danach   findet   ein   nukleophiler   Angriff   der   ACP‐
gebundenen   Thiolgruppe   des   4'‐Phosphopantetheinyl‐Armes   (PPant)   am   Thioester‐
Kohlenstoff   des   jeweiligen   Subtrates   statt.  Auch   andere   Substrate  wie  Oxalsäure   oder
Thioester   der   β‐Ketosäuren   können   in   dem   Autokatalytischen   Prozess   übertragen
werden[45]. Durch die Malonyl/Palmitoyl‐Transferase (MPT) bei Typ Ia bzw.  Malonyl‐Acetyl‐
Transferase (MAT) bei Typ Ib (FabD bei Typ II) findet die Übertragung des Malonyl‐Restes auf
das  Holo‐ACP statt.  Durch die β‐Ketoacylsynthase (KS) wird die  Kondensationsreaktion  mit




gruppe  durch  eine   (Typ   Ia)  oder   zwei   (Typ   Ib  und   Typ   II)  Dehydratase‐Domänen   (DH)
abgespalten und eine Trans‐2‐Enoyl‐Gruppe wird gebildet. Im letzten Schritt des FAS‐Zyklus






katalytischen  Domänen  der  eukaryotischen   Fettsäuresynthasen   (FAS  Typ Ia  und   Ib)   ver‐
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gleichbar  sind,  zeigen  sich  auf  den  verschiedenen  Ebenen  der  Organisation  der  Fettsäure‐
synthasen in Säugetieren und Pilzen von der primären bis zu quartären Struktur signifikante
Unterschiede.  Bei der  FAS  in  Säugetieren (Typ Ib)  sind  alle  funktionalen Domänen   in  einer
einzigen,   ca.   2500   Aminosäuren   langen   Polypeptidkette   (Abb. 5C)   organisiert.   Die
katalytische  Aktivität  kann   sich   jedoch  erst  nach  der  Homo‐Dimerisierung  entfalten.  Die
aktive  Form   (540 kDa)  bildet  eine  X‐Form[48]  bestehend  aus  dem,   für  die  Kondensation
zuständigen   Bereich,   der   die  MAT‐   und   KS‐Domänen   beinhaltet,   sowie   dem,   für   die
β‐Kohlenstoff‐Modifikationen   zuständigen   Bereich,   der   die   DH‐,   KR‐   und   ER‐Domänen
beinhaltet (Abb. 6A)[48]. 
Der  für  die  Modifikationen  zuständige  Bereich  enthält  außerdem  zwei  weitere,  katalytisch
nicht aktive Domänen, die nach ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu den aktiven KR‐ bzw. ME‐
Domänen   als   Pseudo‐Ketoreduktase   (ψ‐KR)   und   Pseudo‐Methyltransferase   (ψ‐ME)
bezeichnet  werden   (Abb. 6B).   Die   zwei   in   der   X‐Form   dimerisierten   Polypeptidketten
erzeugen   zwei   äquatorial   angeordnete   Reaktionskammern   (chamber),  wobei   um   jede
Kammer   alle   für   die   Fettsäure‐Kettenelongation   benötigten   katalytischen   Zentren
angeordnet sind. Die terminalen, durch eine flexible Prolin‐ und Alanin‐reiche Linkerregion
verbundenen  Bereiche  bestehend   aus  ACP‐  und  TE‐Domänen[49]  können   aufgrund  der
fehlenden  Elektronendichte  nicht  visualisiert  werden.   Ihre  Strukturen  wurden  als  einzelne
isolierte  Polypeptidketten   in  hoher  Auflösung  gelöst[50‐51].  Während  die  Faltung  der  KS‐,
KR‐  und   der  MAT‐Domäne   der   ihrer  bakteriellen  Pendanten   entsprechen   und  die  DH‐
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Durch die geschlossene Konstalation der einen Seite des Dimeres, sind die aktiven Zentren
der  DH‐ und    ER‐Domänen   im  oberen  Modifikationsbereich  der  gegenüberliegenden  Seite
(open   chamber)   durch   die   ACP‐Domäne   besser   zugänglich.   Für   die   Kettenelongation
schwenkt der sehr flexible untere Kondensationsbereich in die aktive Stellung und dreht sich
dafür  um  180°   am   Schwerpunkt  des  Dimeres   (cross  over)[48,  52].  Die  Architektur  der
strukturell   eng   verwandten   Polyketidsynthasen   ermöglicht   ein   breites   Spektrum   an
bioaktiven sekundären Metaboliten[53].
 ii.)  Architektur eukaryontischer Fettsäuresynthasen aus Pilzen
Bei  der   Fettssäuresynthase   aus   Pilzen   (Typ Ia),   einem   α6β6  Heterododekamer,   sind   im
Gegensatz  zu  der  FAS  aus  Säugertieren  (Typ Ib)  die  katalytisch  aktiven  Domänen  über  die
zwei   Polypetidketten   geordnet   (Abb. 5B‐C).  Die   Typ Ia   FAS   nimmt   eine   tonnenförmige
Struktur (barrel shape; Abb. 7A) ein, die aus einem durch sechs α‐Untereinheiten gebildeten
zentralen  Rad  mit  zwei   (oberhalb  und  unterhalb)  umgebenden  Kuppeln  aus   jeweils  drei
β‐Untereinheiten  besteht  (Abb. 7B‐C).  Die  Kuppeln  umschliessen  zwei  seperate  Reaktions‐
kammern,  die   jeweils  drei  Sets  enzymatischer  Domänen  beinhalten,  die  für  die  Fettsäure‐
synthese  durch  die   in   jeder  Kammer  vorhandenen  ACP‐Domänen  verantwortlich  sind[54].
Die elektrostatisch negativ geladenen ACP‐Domänen werden vor der Ausbildung des Hetero‐
dodekameres  durch  die  PPTase,   in  der  Kristallstruktur   lediglich  durch  den  Linker  vertreten
(Abb. 7D), mit dem Ppant‐Arm beladen[55] und interagieren in einer der sechs Kammern des
Heterododekameres   mit   den   sechs   verschiedenen,   positiv   geladenen   katalytischen
Domänen[54]   in  einer  Kreisbahn.  Die  ACP‐Domäne   ist  beidseitig  mit  dem  Gerüst  der  FAS
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Anschließend   erfolgt   eine   Beladung   durch   die  MPT‐Domäne   (α/β‐Faltung),   bevor   die
Modifikationen  durch  die  NADPH‐abhängige  KR‐   (Rossmann‐Faltung),  DH‐   (dreifache  Hot‐
Dog‐Faltung)   und   die   NADPH‐   und   FMNH2‐abhängige   ER‐Domäne   (TIM‐Barrel‐Faltung)
erfolgen.  Die   Elongation   erfolgt   durch   die   Kondensation  mit   dem   an   der   KS‐Domäne
koordinierten Zwischenprodukt (Abb 7D). Die für die Fettsäuresynthese benötigten Substrate
können durch die seitlichen Öffnungen in die einzelnen Kammern diffundieren[54]. Während





Polyketide   stellen   eine   sehr   heterogene   Gruppe   von   Naturprodukten  mit   strukturell
anspruchsvollen  Eigenschaften  dar,  die  aus  einem  Kohlenstoffgerüst   aufgebaut   sind[56].
Viele   Naturstoffgruppen  wie   Polyphenole,  Makrolide,   Polyene,   Endiine   oder   Polyether
werden  durch  Polyketidsynthasen   (PKS)   synthetisiert[57].  Die  Naturstoffe  erfüllen  dabei
verschiedene   Funktionen   als   Virulenzfaktoren,   Pigmente   oder   Verteidigungs‐   und
Kommunikationsstoffe. Trotz der hohen strukturellen und funktionellen Vielfalt werden die
Polyketide   nur   aus   zwei   Bausteinen,   dem   Acetat   und   Propionat   zusammengesetzt.
Polyketidsynthasen zeigen viele Homologien, sowohl bei dem Subtratpool  (Acetyl‐CoA und
Malonyl‐CoA), als auch im funktionellen und strukturellen Aufbau. Sowohl PKS als auch mFAS
verwenden  die  decarboxylative  Claisen‐Thioester‐Kondensation  durch  die  β‐Ketosynthase
(KS). Trotz der vielen Homologien sind Modifikationen an der wachsenden Produktkette bei
PKS‐Systemen  nur  optional,  dagegen  sind  sie   in  FAS‐Systemen  an   jedem  Zyklus  beteiligt.
Während   der   Polyketid‐Synthese   greift   die   Seitenkette   des   konservierten   Serins   der
Acyltransferase (AT) nukleophil den Malonyl‐CoA‐Thioester an und bildet ein Acyl‐O‐Enzym‐
Intermediat.  Anschließend  wird  der  Malonylrest  auf  die  Thiolgruppe  des  ACP‐gebundenen
PPant‐Armes  übertragen.  Die   folgende  Kondensationsreaktion,  die  nach  der  Translokation





Enoylreduktase   (ER)[61]  modifiziert  werden.  Durch  ein  FAS‐System  wird  eine  bestimmte
Fettsäure  produziert,  während  bei  den  PKS‐Systemen   alternative  Produkte  wie  Olefine,
Alkohole oder Ketone gebildet werden können[62]. Die Abspaltung des Produktes vom ACP‐
gebundenem   Ppant‐Arm  wird   durch   die   Thioesterase   (TE)   katalysiert.  Die   strukturelle
Organisation der Polyketidsynthasen kann ähnlich der Klassifizierung bei Fettsäuresynthasen
in  diverse  Klassen  unterteilt  werden.  Die  PKS‐Systeme  des  Typs   I  sind  sehr  große   lineare
(6‐Deoxyerythronolid B[63])   oder   iterative   (Lovestatin[64])   multifunktionale   Enzyme,











modules  dar.  Das  Minimalmodul  besteht  ausschließlich  aus  den  für  die  Produktelongation
essentiellen  KS‐, AT‐ und ACP‐Domänen, wie bereits unter anderem für das Modul 3 und 6
der Narbolid Synthase[68] oder Modul 2 der Rifamycin Synthase[69] festgestellt. Zusätzlich
wurden   die   Kenntnisse   über   die   Architektur   der   PKS‐Systeme   durch   die   strukturellen
Untersuchungen   der   KS‐AT‐Bidomäne   aus  Modul 3   der  6‐Deoxyerythronolid‐B‐Synthase
(pdb: 2QO3)[70] erweitert. Im DEBS Modul 5 werden Dimergrenzfläche (interface) durch die
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Die Dimerisierung  der KS‐Domänen  erfolgt sowohl über die  Rückgrat‐Interaktion  zweier  β‐
Faltblätter   (AA  192‐196)  als  auch  über  den  Coiled‐Coil‐Linker  am  N‐Terminus,  dessen  α‐
Helices über eine hydrophobe Grenzfläche interagieren. Die Acetyltransferase zeigt eine α,β‐





des  KS‐AT‐Dimers,  Cystein199  in  der  KS1‐  und  Serin642  in  der  AT2‐Domäne,   liegen  ca.  80 Å
voneinander  entfernt.  Die   in  der  Elektronendichte  nicht  aufgelöste  ACP‐Domäne  muss   in
einem  Minimalsystem  dynamisch  mit  beiden  Domänen  abwechselnd   interagieren,  da  der
Bewegungsradius   der   prosthetischen   Gruppe   alleine   nicht   ausreichend   ist,   um   das
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gebundene   Substrat   in   die  Nähe   der   beiden   aktiven   Zentren   zu   bringen.   In  weiteren
Untersuchungen  wurden   die   Interaktionen   der   ACP‐   und   der   KS‐Domäne   durch   eine
Modellierung  über   die  Rigid‐Body‐Methode   simuliert.  Gleichzeitig  wurden   verschiedene
Chimere  der ACP‐Domäne  konstruiert und  auf ihre Fähigkeit  mit  dem bidomänalen KS‐AT‐
System zu interagieren hin getestet. Mit der so ermittelten ACP‐Interaktionsfläche wurde die





der   als   Dimer   agierenden   PKS‐   und   der   als  Monomer   agierenden   nichtribosomalen
Peptidsynthetasen.
 1.2.3 Nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS)
Während   bei   den   Fettsäuresynthasen   die   Struktur   und   Länge   der   elongierten,   ACP‐
gebundenen  Kette  durch  die  enzymatische  Katalyse  der  Elongations‐  und  Modifikations‐
enzyme  bestimmt  wird,  folgt  die  Polyketidsynthase  einer  modularen  Syntheselogik.  Durch
diese   ist  es  möglich  eine  wachsende  Kette  bestehend  aus  verschiedenen  Bausteinen,  die
durch   die   korrespondierenden  Module   aktiviert,   kondensiert   und  modifiziert  werden,
darzustellen.  Der  gleichen  Syntheselogik   folgt  auch  die  nichtribosomale  Peptidsynthetase
(NRPS).   Diese   modular   aufgebauten   Multienzymkomplexe   bestehen   aus   einzelnen,
strukturell definierten Untereinheiten, den Domänen, die für die Aktivierung, den Transport,
die  Elongation  und  die  Modifikation  der  korrespondierenden  Aminosäuren  und  Zwischen‐
produkte   sowie   für   die   Termination   der   Peptidsynthese   verantwortlich   sind[73].  Dabei
entspricht   die   Reihenfolge   der   Peptidbausteine   im   Produkt   der   Anordnung   der
entsprechenden  Module,  die  aus  Wiederholungen  der  Kondensations‐   (C),  Adenylierungs‐
(A) und Peptidyl‐Carrier‐Protein‐Domäne (PCP; T) sowie eventuellen Modifikationsdomänen
bestehen   (NRPS  Typ A;  Abb. 9).  Aufgrund  der   räumlichen  Verteilung  der  aktiven  Zentren
einzelner  Domänen  werden  die  kovalent  gebundenen  Substrate,  vergleichbar  mit  einem
Fließband,  durch  die  dynamische  PCP‐Domäne  von  einem  aktiven  Zentrum  zum  nächsten
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transportiert[74]. Analog zu der Rolle der Holo‐ACP‐Domäne in FAS‐ und PKS‐Systemen, ist
für den Transport der wachsendenden Peptidkette bei NRPS die Holo‐PCP‐Domäne (Peptidyl
Carrier   Protein)   verantwortlich[75].  Durch   den  Bewegungsradius   der   dynamischen   PCP‐
Domäne  können  dabei  Distanzen  überwunden  werden,  die  über  die  maximale  Reichweite
von  20 Å  des  kovalent  gebundenen  prosthetischen  Armes  hinausgehen.   Innerhalb  eines
Modules  wird  die   korrespondierende  Aminosäure  durch  die  Adenylisierungsdomäne   (A‐
Domäne) unter Verbrauch von ATP aktiviert (Adenylierung) und anschließend als Thioester
auf den PCP‐gebundenen PPant‐Arm übertragen (Thiolierung). Ein Minimalmodul wird durch
die  PCP‐ und A‐Domäne  definiert, für Verknüpfungen weiterer Aminosäuren wird die  Kon‐
densationsdomäne   (C‐Domäne)   benötigt.   Diese   katalysiert   die   Kondensationsreaktion
zwischen  der  an  der  Donor‐PCP  (Upstream‐PCP)  wachsenden  Peptidkette  und  der  an  der
Akzeptor‐PCP   (Downstream‐PCP)   gebundenen   Aminosäure.   Die   Synthese   eines   nicht‐
ribosomalen  Peptides  beginnt   am  ersten  Modul  eines  NRPS‐Systems   (Initialmodul).  Die
Initiation   erfolgt   dabei   entweder   durch   die   Aktivierung   der   ersten   Aminosäure
(Initiationsmodul: A‐PCP) wie bei der Tyrocidin A‐Synthetase[76], oder durch  Kondensation
mit einem carboxylierten Rest (Initiationsmodul: C‐A‐PCP), wie bei der Kondensation einer
β‐Hydroxy‐Fettsäure  bei  der  Surfactin  Synthetase  SrfAA[77]  oder  der  Kupplung  von  PCP‐
gebundenem 2,3‐Dihydroxybenzoat (DHB) mit dem modulgebundenem Serin bei der Entero‐
bactin Synthetase EntF (EntF‐Modul: C‐A‐PCP‐TE)[78]. Desweiteren kann die Initiation durch
Kupplung  einer  am  N‐Terminus  formylierten  Aminosäure  wie  bei  der  LgrA‐Synthetase[79]
erfolgen, durch folgende Elongationsmodule verlängert und am Terminationsmodul auf die
Thioesterase   (TE‐Domäne)  übertragen  werden.  Dort  wird   sie  hydrolytisch  oder   zyklisch
abgespalten.  Die Synthese der  nichtribosomalen  Peptide  ist  nur  mit  Hilfe dieser Domänen
möglich, sie sind somit essentiell (Abb. 9‐1). Zusätzlich wird die Zahl der möglichen Bausteine







Dabei  erfolgt  durch  die  Zyklisierungsdomäne[82]  (Bacitracin  Synhtetase  A[83])  sowohl  die
Heterozyklisierungs‐   als   auch   die   Kondensationsreaktion,   während   die   Reduktase
(R‐Domäne)   des   terminalen  Moduls   LgrD   der   linearen   Gramicidin   Synthetase[84]   die
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die   A‐Domäne   integrierte   Domänen   wie   die   N‐Methyltransferase   (N‐Mt‐Domäne;
Cyclosporin‐Biosynthese[86]),   sowie   die   Monooxidase   (Ox‐Domäne;   Myxothiazol‐
Biosynthese[87]), modifiziert werden (Abb. 9‐3). Außerdem können Modifikationsreaktionen
sowohl   vor   der   Synthese   an   den   einzelnen   Bausteinen,  während   der   Synthese   durch
unabhängige  Enzyme,  oder  auch  nach  der  Synthese  am  fertigem  Produkt  erfolgen[88‐89].
Durch  die  Sequenzanalyse  einzelner  Domänen  konnten  spezielle  Bereiche   jeder  Domäne






Systeme  aufgrund  der  Reaktionsabfolge   in  drei  unterschiedliche  Typen  eingeteilt[93].  Der
Typ A   beschreibt  NRPS‐Systeme,   in   denen   die  Anzahl   und   Reihenfolge   der   eigebauten
Bausteine der Anzahl und Reihenfolge der A‐Domänen entspricht. Ein linearer Modulaufbau
und  eine   iterative  Peptidelongation,  bei  der  an  der  Thioeserase  des   terminalen  Moduls
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Peptidketten,   die   aus   mehreren   kürzeren   Peptidketten   bestehen,   verknüpft   werden




Synthetasen   und   der   Luciferase   zu   der  ANL‐Superfamilie[97]  (abgeleitet   von  Acyl‐CoA‐
Synthetase   (Acs),  NRPS  und  Luciferase)  der  adenylierenden  Enzyme.  Alle  Vertreter  dieser
Familie   katalysieren   zwei   Teilreaktionen:   die   initiale   Adenylierung   des   Substrat‐
Carboxylatrestes mit der Bildung eines Acyl‐AMP‐Zwischenproduktes und die anschließende
Thiolierung  durch  die  Katalyse  zwischen  der  PPant‐Thiolgruppe  der  PCP‐Domäne  und  des
Acyl‐AMPs  (Abb. 9‐1).  Obwohl  viele  Enzyme,  wie  z.B.  die  Aminoacyl‐tRNA‐Synthetase[98],
ähnliche  Katalysemechanismen  aufweisen,   zeigen   sie  keine  Sequenz‐Homologien   zu  den
Mitgliedern  der  ANL‐Superfamilie.  Die  ANL‐Enzyme  können  zwar  verscheidene  Bausteine
erkennen  und  umsetzen, jedoch weisen  alle  bei einer  Sequenzidentität  von  ca. 20%,  hohe
strukurelle Homologien und den gleichen Katalysemechanismus auf. 
Die Faltung der ANL‐Enzyme zeigt zwei Untereinheiten (Abb. 11): eine größere N‐terminale
Core‐Domäne   (Aminosäurenreste   1‐395)   sowie   eine   kleinere   C‐terminale   Sub‐Domäne
(Aminosäurenreste 400‐550). Die Untereinheiten werden durch vier Aminosäuren (Scharnier)
voneinander getrennt (Tab. 1, Core‐Motiv A8). Die Core‐Domäne besteht aus zwei Einheiten






Ringes sowie des Mg2+‐Ions  (Kernmotif A5 – Hauptmotiv  II) und die Koordination  der ATP‐
Ribose‐Hydroxylgruppen (Kernmotiv A7 – Hauptmotiv III) verantwortlich[100]. 
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Domäne   entfernt   ist   und   keine   Interaktionen   stattfinden,   entspricht   der   offenen
Konformation (Abb. 11A). 
Alle   bisher   in   der   offenen   Konformation   kristallisierten   ANL‐Enzyme  zeigen   keine
Inkorporation   von   ATP,   Aminosäure   oder   CoA[103].   Das   Strukturmodell   von   PheA
(pdb: 1AMU),  der  Phenylalanin  aktivierenden  A‐Domänen  des   Initiationsmodules  aus  dem
Gramicidin S  NRPS‐System[104],  weist   die   biochemisch   bereits   gezeigte   Konformations‐
änderung   der   A‐Domäne[98]  auf   und   enthält   das   Substrat   Phenylalanin   sowie   AMP
(Abb. 11B).  Bei  PheA   ist  die  C‐terminale  Sub‐Domäne   im  Vergleich   zu  der   Intermediat‐
Konformation  geneigt   (Δϕ = 100°).  Erst   in  dieser  Adenylierungs‐Konformation   sind   Inter‐
aktionen zwischen den konservierten Core‐Motiven und den Substraten auf der strukturellen
Ebene  sichtbar.  Dabei  wurde  unteranderem  die   Interaktion  des  Lysinrestes  aus  dem  A10‐
Motiv (Tab. 1) mit dem Ringsauerstoff der Ribose festgestellt. In weiteren Studien wurde die
essentielle Bedeutung dieses Motives während der Adenylierung beobachtet[105]. Keine der
Strukturen der ANL‐Enzyme  in der Adenylierungs‐Konformation  zeigte  eine Interaktion mit
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Tabelle 1: Die Core‐Motive der Adenylierungsdomänen sowie ihre Verteilung und Funktion 











A3 (I) Tyr151 LAYxxYTSG(ST)TGxPKG Katalyseelement (B:P‐Loop)
Asp196 FDxS
A5 (II) Tyr296 NxYGPTE Katalyseelement (B:Purin, Mg2+)
Gly351 GELxIxGx(VL)ARGYL






Für   diese   Interaktion   ist   eine   Konformationsänderung   notwendig[106].   Erst   das
Strukturmodell  der  Acs  (pdb: 2P2F)[107] mit  AMP  und  CoA  zeigt  die   Interaktion  des  ANL‐
Enzymes  mit  dem  Phosphopantethein‐Rest  des  CoA.  Die  C‐terminale  Sub‐Domäne  weist
dabei eine  deutliche  Neigung  (Δχ = 100°)   im Vergleich  zu  der Adenylierungs‐Konformation
auf (Abb. 11C). Die ε‐Aminogruppe des Lysinrestes aus dem Core‐Motiv A10 (Tab. 1) befindet
sich  dabei  25 Å  von  dem  aktiven  Zentrum  entfernt.  Außerdem  dreht  sich  das  durch  die
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Aminosäuren des Core‐Motives A8 geformte β‐Faltblatt zum aktiven Zentrum hin und bildet
so den Pantetheintunnel aus. Basierend auf allen Daten wurde der Reaktionszyklus der ANL‐
Enzyme   als   alternierende   Konformationsänderung   beschrieben[107],  während   dem   das
Enzym  die  Adenylierungs‐Konformation  durch  die   Interaktion  mit  ATP,  Mg2+‐Ion  und  dem
korrespondierendem  Substrat  einnimt   (Abb. 11B).  Dann   findet  die  Adenylierungsreaktion
sowie   die   damit   verbundene   Abspaltung   des   Pyrophosphats   (PPi)   statt.   Durch   eine
anschließende Konformationsänderung bildet sich durch eine Neigung der Sub‐Domäne und
dem im Scharnier befindlichen β‐Faltblatt (Tab. 1, A8) der Pantetheintunnel aus. Durch die
nachfolgende   Interaktion   mit   CoA   oder   Holo‐PCP[108]  wird   das   Substrat   auf   die
entsprechende   Thiolgruppe   übertragen.   Das   Enzym   zeigt   dabei   die   geschlossene
Thiolierungs‐Konformation (Abb. 11C). Durch die erneute Neigung der Sub‐Domäne von der
Core‐Domäne  weg  wird  AMP   freigesetzt  und  die  A‐Domäne  nimmt   so  die   Intermediat‐
Konformation   (offen)   ein   (Abb. 11A).   Anschließend   kann   der   Reaktionszyklus   erneut
beginnen.
 ii.)  Peptidyl Carrier Protein (PCP)
Die  ca.  80  Aminosäuren   langen  Carrier‐Proteine  aus  FAS‐,  PKS‐  (ACP)  und  NRPS‐Systemen
(PCP) und deren Hybridsystemen teilen eine gemeisame Faltung bestehend aus drei bzw. vier
α‐Helices, wie bereits durch die TycC3‐PCP (pdb: 1DNY)[109] gezeigt wurde, sowie die gleiche
Funktionalität  mit   der   prosthetischen   Gruppe   (PPant‐Arm).   Der   konservierte   Serinrest








Core‐Motiv Pos. Sequenz Funktion
PCP T1 Katalyseelement: PantetheinylierungSer45 GG(H/D)S(L/I)
STRUKTURMODELL DES TERMINATIONSMODULS DER SURFACTIN SYNTHETASE
weiterer aktiver Zentren zu transportieren. Daher ist die PCP‐Domäne in den Adenylierungs‐
zyklus   während   der   Substrataktivierung,   den   Kondesationszyklus   während   der
Substratelongation   sowie   in   die   terminale   Abspaltung   des   Produktes   oder   auch   in
eventuellen Modifikationsreaktionen involviert. Um ihre Aufgabe erfüllen zu können ist die
dynamische   PCP‐Domäne   in   der   Lage  mit   allen   katalytisch   aktiven  Domänen   zu   inter‐
agieren[110].  Daher   ist  die  Dynamik dieser  Protein‐Familie  das  Ziel  vieler  Untersuchungen
durch  die,  die   strukturellen  Konformationsänderungen  der  PCP‐Domäne,   abhängig   vom
Interaktionspartner   oder   Beladungszustand,   gezeigt   werden   konnten[111].   Die  mittels










so  den  Loop III.   In  der  A/H‐Konformation  wird  diese  Wasserstoffbrücke  zum  Vorteil  einer
neuen  zwischen  der  Seitenkette  von  Serin   (S45)  und  Histidin  (H44)  aufgegeben,  was  den
Loop III. Eine Serin zu Alanin Variation (S45A) arretiert die Apo‐PCP in der A‐Form[111]. Der




Konformationsänderung   zwischen   der   A/H‐  und   der   H‐Form   resultiert   in   einer  weit‐
reichenden Relokalisierung  des  PPant‐Armes  vom  N‐Terminus  in der A/H‐  zum C‐Terminus










in  der  H‐Form  den  Thioester  des  PPant‐Armes  hydrolysiert  (Abb. 12)[112].  Somit  kann  die
Holo‐PCP  mit  der   freien  Thiolgruppe  durch  die  A‐Domäne  mit  der   korrespondierenden
Aminosäure   beladen   werden   und   anschließend   kann   das   Peptidylsubstrat   durch   die
Kondensationsdomäne elongiert werden.
 iii.)  Die Kondensationsdomäne (C‐Domäne)
Die   Kondensationsdomäne   katalysiert   die   Elongationsreaktion   durch   den   nukleophilen
Angriff   der   α‐Aminogruppe   der   Aminosäure   am   Akzeptor‐PCP   (downstream)   auf   den
Carbonyl‐Kohlenstoff  des  Thioesters  der  Donor‐PCP  gebundenen  Peptidkette.  Neben  der
C‐Domäne   zeigen   auch   die   Dualdomänen,   die   Kondensation   und   Heterozyklisierung




die   Epimerisierungsdomäne   durch   diese   Faltung   beschrieben[115].   Innerhalb   der
C‐Domänen   sind   weitere   Untergruppen   festzustellen.   Abhängig   von   der,   bei   der
Kondensation   zwischen   dem   verwendeten   Substrat   der   Donor‐Seite   (DC)   und   der
L‐Aminosäure  der  Akzeptor‐Seite   (CA),   katalysierten  Reaktion  werden  die  C‐Domänen   in
LC L‐Domänen   (L‐Aminosäure‐Peptidylrest),  DC L‐Domänen   (D‐Aminosäure‐Peptidylrest)   und
Starter  SC L‐Domänen   (β‐Hydroxycarbonsäure,   meistens   einer   β‐Fettsäure)   unter‐
schieden[116]. Die  generelle Faltung der C‐Domänen wird als ein Pseudodimer, bestehend
aus   jeweils  einem  N‐  und  einem  C‐terminalen  Bereich,  beschrieben[117],  die  durch  den,
hinter dem Core‐Motiv C4 (Tab. 3) liegenden, konservierten Serinrest getrennt werden. 
Das  Strukturmodell  von  VibH[117],  einer  alleinstehenden  C‐Domäne  aus  der  Vibriobactin
Biosynthese,  zeigt,   daß   jede   Domäne   eine  αβα‐Sandwich‐Faltung,   die   Homologien   zu
Chloramphenicol‐Acetyltransferasen (CAT)[118‐119]  und E2‐Einheit der Pyruvat‐Acetyltrans‐
ferasen[22]  besitzt,  annimmt.  Die  beiden  Domänen  sind  V‐förmig  zueinander  angeordnet,
wobei zwei Regionen aus dem C‐terminalen Bereich in den gegenüberligenden N‐terminalen
28




Region  verläuft  der  Reaktionkanal  (solvent  channel)   in  dessen  Mitte  sich  das  konservierte
Histidin (Core‐Motiv C3) befindet und an dessen Enden der jeweilige Donor bzw. Akzeptor‐
Eingang liegt (Abb. 13).
Bevor  die  Kondensationsreaktion   stattfinden  kann,  muß  die  Akzeptor‐PCP  durch  die   im
gleichen  Modul   enthaltene   A‐Domäne   (bei   NRPS   Typ A)  mit   der   korrespondierenden
Aminosäure beladen werden. Die so beladene Akzeptor‐PCP interagiert intramodular mit der
C‐Domäne[120].    Anschließend  wechselwirkt  die  mit  dem  Amino‐Peptidylrest   beladene
Donor‐PCP  intermodular  mit  der  C‐Domäne,  wobei  der  Peptidylrest  auf  die  α‐Aminosäure
der Akzeptor‐PCP übertragen und dadurch um eine Aminosäure elongiert wird. 
Die Interaktionen zwischen der C‐ und PCP‐Domäne konnten strukturell bislang nicht gezeigt
werden,  da  die  bidomänale  TycC5‐6  PCP‐C  Struktur   (Abb. 13)  nur  eine  unproduktive   Inter‐
aktion vor der eigentlichen Kondensation zeigt[121]. Dabei ist das konservierte Serin der PCP
ca.  49 Å  vom  konservierten,  katalytisch  aktiven  Histidin  der  C‐Domäne  entfernt  und  kann
somit nicht durch die volle Reichweite (20 Å) des PPant‐Armes abgedeckt werden. Sobald die
Kondensationsreaktion durchgeführt wurde wird die Donor‐PCP durch die eigene A‐Domäne
























Die  ca.  250  Aminosäuren   lange,  terminale  Thioesterase   ist   im  Gegensatz  zu  den  anderen
essentiellen Domänen nicht in die einzelnen Module der NRPS‐Systeme integriert, sondern
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ausschließlich   in  dem  terminalen  Modul  als   letzte  Domäne  der  nichtribosomalen  Peptid‐
synthetasen   vorhanden.   Durch   ihre   Position   ist   es   ihr  möglich,   die   Freisetzung   der
elongierten  Peptidkette   zu   katalysieren,  damit  diese   ihre  biologische  Aktivität  entfalten
können.  Die  Produktfreisetzung   kann  dabei  mechanistisch[122]  auf  mannigfaltige  Weise
erfolgen   (Abb. 9‐1).   Strukturell   gehören   die   Thioesterasen   zu   der   Familie   der
α/β‐Hydrolasen[123] und katalysieren neben der hydrolytischen Abspaltung auch die regio‐
und  stereospezifische  Freisetzung  als  Makrolakton‐  bzw.  Makrolaktam‐Ring.  Während  die
typischen  Vertretter  der  Familie  der  α/β‐Hydrolasen   durch  eine  charakteristische  Faltung
(abwechselnd  β‐Faltblatt   und  α‐Helices)   beschrieben   werden   können,   ist   bei   den
Thioesterasen   die  α‐Helix D   durch   eine   dynamische  Lid‐Region   ersetzt   (Abb. 14).   Die
enzymatische Wirksamkeit wird durch die katalytische Triade aus Serin (Nukleophil), Histidin
(Wasserstoff‐Akzeptor)  und  Aspartat   (Carboxylat)   ermöglicht.  Der  konservierte   Serinrest
(Tab. 4)  der  Loop‐Region  wird  durch  das  β‐Faltblatt 5  (β5)  und  die  α‐Helix C  (αC)  begrenzt
und   ist   zwischen   dem   ca.   19 Å   langen   Substratkanal   (substrate   channel),   der   zum





wird  auf  das,  durch  die  katalytische  Triade  deprotonierte,   Serin   (Oxyanion)  übertragen.
Während der PCP‐TE‐Interaktion ist die Lid‐Region über dem Oxyanion positioniert (Abb. 14,
Interaktion).  Untersuchungen  des  bidomänalen  Proteins   EntF  PCP‐TE   zeigen  einen   sehr
langsamen   NH‐Austausch   der   aus   β‐Faltblättern   bestehenden   Kernstruktur   und   den
umgebenden  α‐Helices[125]. Dagegen  zeigt die  Lid‐Region  einen regen NH‐Austausch, was
die Beweglichkeit dieser Region während der Interaktion bestätigt. Durch die Interaktion mit
der PCP wird das als Thioester gebundenes Peptidyl‐Substrat auf das Oxyanion übertragen. In
der  geschlossenen  Konformation  (Abb. 14,  SrfAC‐TE  Geschlossen)  können  Wassermoleküle
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Tabelle 4:  Das konsevierte Motiv der Thioesterase‐Domäne (TE).
Core‐Motiv Pos. Sequenz Funktion
TE TE1 Katalyseelement: Oxoester IntermediatSer80 GxSxG
STRUKTURMODELL DES TERMINATIONSMODULS DER SURFACTIN SYNTHETASE
nur  in  einen kleinen  Bereich der hydrophoben Vertiefung  eindringen[124]. Somit wird das
nun   als  Oxoester   vorliegendes   Peptidyl‐Substrat   vor   der   spontane  Hydrolyse   geschützt





dem   reduzierten   Substrat   (pdb: 2H7X)[126].   Dabei   zeigt   das   Substratanalogon   eine
Komplexierung in der hydrophoben Vertiefung, wobei das Oxyanion geschützt unter der Lid‐
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Region liegt. An fast allen polaren Interaktionen innerhalb der hydrophoben Vertiefung sind
durch  am  Peptidrückgrat  oder  den  wenigen  polaren  Seitenketten  fixierte  Wassermoleküle
beteiligt.   Dass   nur   wenige   direkte   Interaktionen   zwischen   dem   Substrat   und   den
umliegenden   Aminosäuren   zu   verzeichnen   sind,   erklärt   die   Promiskuität   dieser
TE‐Domäne[126].  Am  Beispiel  des  reduzierten  Substrates  zeigt  sich  die  Notwenidgkeit  der
erneuten  Konformationsänderung  der  Lid‐Region  um  das  Zyklisierte  Substrat  freizusetzen.
Für   NRPS‐Systeme   konnte   bislang   die   Interaktion   zwischen   dem   Substrat   und   der
entsprechenden  TE‐Domäne  noch  nicht  gezeigt  werden.  Allerdings  muss  das  als  Oxoester
gebundene Substrat einen internen nukleophilen Angriff ausführen, um den Ringschluss zu
bilden. Die Surfactin‐produzierende Thioesterase formt einen Makrolaktonring zwischen der
freien  Carboxylgruppe  des   letzen   Leucinrestes   und   der   β‐Hydroxygruppe   der   Fettsäure
(Abb. 14, grauer Kasten, Fettsäure: blau, hydrophile Aminosäuren: gelb, saure Aminosäuren:
orange).  Durch  den  anschließenden  Wechsel   in  die  offene  Konformation  kann  das   fertige
Produkt  der  nichtribosomalen  Synthetase  freigesetzt  werden.  Bei   iterativen  Thioesterasen
wird durch den Backward‐Mechanismus[127]  der als Oxoester gebundene Peptid‐Monomer





Die  Heterozyklisierung‐ und  Kondensation‐katalysierenden  Tandem‐Cy‐Domäne  ziegt  große
Sequenzhomologien zu C‐Domänen[116], obwohl sich ihre Core‐Motive stark von den Core‐
Motiven   der   C‐Domänen   unterscheiden   (Tab. 5).  Diese  Domäne   katalysiert   neben   der
Kondensationsreaktion die Bildung eines Heterozyklus zwischen Serin, Threonin oder Cystein
an  der  Donorseite  und  einer  beliebigen  Aminosäure  an  der  Akzeptorseite,  resultierend   in
einem Oxazolin‐, Methyloxazolin‐ bzw. Thiazolinring (Abb. 9‐2)[128]. Diese können durch eine
z.B.   in  die  A‐Domäne   integrierte  Ox‐Domäne  weiter  oxidiert  werden[87].  Die  C‐Domänen






strukturellen  Diversität   von  NRPS‐Produkten   beiträgt.  Die   Reduktase‐Domäne   kann   die
Thioesterase   substituieren  und  die  Peptidyl‐Vorläufer  nicht  als  Makrozyklen   sondern  als
C‐terminale  Aldehyde  oder   sogar  Alkohole   freisetzen[84].  Die  Zweielektronen‐Reduktase




abhängig   und   weisen   starke   Sequenzhomologien   zu   der  Short‐Chain  Dehydro‐
genase/Reduktase Superfamilie (SDR)[92]. Diese Domänen zeigen die für Nukleotid bindende
Proteine   charakterische   Rossmann‐Faltung[130]  mit   dem   entsprechenden   Nukleotid‐
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Weitere  drei  bis  vier  α‐Helices  auf   jeder  Seite  schirmen  das  zentrale  β‐Faltblatt‐Motiv  ab.
Neben   der   reduktiven   Freisetzung   linearer   Peptidyl‐Produkte,   wurde   in   PKS/NRPS‐




Neben  den  C/E‐,  Cy‐  und  R‐Domänen,  die  essentielle  C‐  bzw.  TE‐Domänen  substituieren,
können NRPS‐Systeme zusätzliche, ergänzende Domänen erhalten, die die Mannigfaltigkeit

















































Neben   diesen   bislang   strukturell   nicht   aufgeklärten  modifizierenden   Domänen   ist   die
Epimerisierungs‐Domäne die in NRPS‐Systemen am häufigsten vorkommende Modifikations‐
domäne. Zusätzlich zu der katalytischen Funktion ist der C‐terminale Teil dieser Domäne an
der   Wechselwirkung   zweier   nichtribosomaler   Peptidsynthetasen   beteiligt[133].   Die
Epimerisierungsdomäne   (E‐Domäne)   wird   daher   häufig   am   C‐terminalem   Ende   einer
Synthetase   kodiert,  wobei  die  Wechselwirkung   zu   der   folgenden   Synthetase  durch   die
communication‐mediating Domäne (COM‐Domäne) vermittelt wird. Analog zu der Struktur
der  Kondensationsdomäne  zeigt  das  Strukturmodell  der  Epimerisierungsdomäne  ebenfalls
einen Floor Loop sowie die Bridge‐Region (Abb. 15; pdb: 2XHG). 
Beim  strukturellem  Vergleich  mit  der  Kondensationsdomäne  TycC6‐C  (pdb: 2JGP)  zeigt  der
Floor  Loop  eine  Ausdehnung   in  Richtung  der  Donor‐Seite  der  TycA  E‐Domäne.  Ob  dieser
Bereich  an  der   Interaktion  mit  der  PCP‐Domäne  beteiligt   ist,  wurde  bislang  noch  nicht
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geklärt. Bei Sequenz‐Untersuchungen wurde eine Abweichung in der Sequenz des PCP‐Core‐
Motivs in Modulen mit einer E‐Domäne festgestellt (Tab. 2; PCPC: GGHSL, PCPE: GGDSI)[134],
die   in   der   Interaktionsfläche   der   PCP‐Domäne   liegt[125].   Die   bereits   durch   Sequenz‐
vergleiche  postulierte  Erweiterung  der  Bridge‐Region  durch  die   Insertion  von  12  Amino‐




E‐Domäne   den   Zugang   von   der   Akzeptor‐Seite   und   formt   somit   eine,   nur   einseitig
zugängliche, Reaktionskammer mit dem katalytisch relevanten Histidin146 (Abb. 15) aus. 
 vii.)  Modifizierende 'in trans'‐Domänen
Die  große  Vielfalt  der  NRPS‐Produkte  wird  durch  modifizierende  Enzyme  die  nicht   in  der
gleichen Polypeptidkette kodiert werden, sondern in trans wirken, erhöht. Die verschiedenen
Modifikationen  können  nach,  während[88],  oder,  wie   z.B.  bei  der  Asparagin  Oxygenase
AsnO[135],   vor   der   Peptidsynthese   durch   ein   NRPS‐System   erfolgen.   Die   Asparagin‐
Oxygenase AsnO gehört zu der CSL Superfamile[136] (clavaminate synthase like superfamily)
und   zeigt   hohe   strukturelle   Homologien   zu  CAS  (clavulanic   acid   synthase)[137].   Die
Kernstruktur besteht aus einer neun β‐strängigen (βA‐βI) Jelly Roll‐Topologie, bestehend aus
einem Haupt‐ und einem Neben‐β‐Faltblatt mit fünf (βB, βG, βD, βI und βC) bzw. drei (βF, βE
und  βH)  Strängen.  Das  Jelly  Roll‐Motiv   ist  durch  zwei   lange  α‐helicale  Unterdomänen ein‐
gebunden, die N‐terminale Region (S10‐G71, α1‐α3) und dem Insertionsbereich (V188‐P274,
α5‐α7).  Der  mit   der  Apo‐Form  beinahe   identische  AnsO‐Fe2+‐Komplex   zeigt   im   aktiven
Zentrum ein oktaedrisch koordiniertes Fe2+‐Ion und eine offene Lid‐Region (Abb. 16, rot), die
den  Zugang  zum  aktiven  Zentrum  ermöglicht.   In  einem  Produkt‐Komplex  sind   im  aktiven
Zentrum  das   (2S,3S)‐3‐Hydroxyasparagin   (hAsn)   sowie  das  nach  der  Hydroxylierung  von
Asparagin   aus   α‐Ketoglutarat   entstandene   Succinat   komplexiert   (Abb. 16).   Das   aktive
Zentrum ist nicht mehr zugänglich, was durch die Konformationsänderung der Lid‐Region zu
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2 Aufgabenstellung
Die   Intention  dieser  Arbeit  war  es  durch  verschiedene  Methoden  der  makromolekularen
Strukturaufklärung, wie z.B. Proteinkristallisation, Kleinwinkelstreuung sowie CryoEM, Daten
für die vollständige oder partielle Aufklärung  der globalen Architektur der nichtribosomalen
Peptidsynthetasen   zu  erhalten.  Zusammen  mit  den  bereits  vorhandenen  Daten  aus  der
Strukturaufklärung  einzelner  Domänen  durch  Proteinkristallisation  oder  NMR‐Experimente
sollte ein Bild über die räumliche Verteilung sowohl von einzelnen Domänen innerhalb eines
Modules als auch der Anordnung der Module zueinander bestimmt werden (Abb. 17). 
Viele  Untersuchungen   im  Vorfeld  dieser  Arbeit  haben  gezeigt,  dass  mit  der  Funktion  der
einzelnen Domänen, wie der Dynamik der PCP‐ und der Sub‐A‐Domäne sowie der flexiblen
Lid‐Region   der   TE‐Domäne   oder   der  Bridge‐Region  der   C‐Domäne,   ein   hohes  Maß   an
struktureller Variabilität einhergeht. Neben der strukturellen Vielfalt der einzelner Bereiche
der  NRPS‐Domänen   ist  bislang   auch   sehr  wenig  über  die   Linkerbereiche   zwischen  den
einzelnen funktionalen Domänen der NRPS‐Systeme bekannt. Untersuchungen an Swinging‐
Domänen  enthaltenden  multimodularen  Enzymen  und  Komplexen,  wie  an  dem  PDH‐E2‐
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Komplex  oder  den  FAS‐  und  PKS‐Systemen  zeigten  eine  hohe  Population  der  Prolin‐  und
Alaninreste   in  den  Linkerbereichen  der  Swinging‐Domänen.  Die  Linkerbereiche  der  NRPS‐
Systeme konnten aus Mangel an globalen Struktur‐Informationen bislang nicht systematisch
untersucht werden. Des weiteren ermöglicht bereits jetzt die Kombination aus chemischen
und  biologischen   Techniken,  durch  das  Einsetzen   synthetisch   sowie   chemoenzymatisch‐
hergestellter Intermediate den Zugang zu neuen Metaboliten[62]. Die Erkenntnisse über die





Armes   (20 Å)   liegen   und   die  Modul‐interne   Produkt‐Synthese   dadurch   ohne   globale
Konformationsänderungen   auskommt,   oder   die   globalen   Konformationsänderungen,
vergleichbar mit den FAS‐ und  PKS‐Systemen,  für die  Produkt‐Synthese essentiell sind[39].
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 3.4 Verwendete Oligonukleotid‐Primer
































































Die  verwendeten  Konstrukte  wurden   in  die  entsprechenden  Vektoren  kloniert   (srfAC   in
pTrcHis2‐TOPO‐   und  tycB2‐3FL  in   pET101/200D‐TOPO‐   sowie   im   pCR‐TOPO‐XL‐Vektor   von
Invitrogen) oder lagen bereits in dem pQE60‐Vektor (Qiagen) kloniert vor (Abb. 18). Nach der
Transformation   in   die   entsprechenden   Zellen   erfolgte   die   Selektionskontrolle.   Die
Genexpression  wird  durch  die  Zugabe  von  Isopropyl‐β‐D‐Thiogalaktosid   (IPTG)   induziert.
Ausführliche  Daten  über  den  Promoter,  MCS  (multiple   cloning   site),  die  Resistenz,  den
Replikationsursprung   sowie   die   Sequenz   können   den   Datenblättern   des   Herstellers
entnommen werden. Der pTrcHis2‐TOPO‐Vektor enthält am C‐Terminus das  myc‐Epitop mit
der  Sequenz:   ‐Glu‐Gln‐Lys‐Leu‐Ie‐Ser‐Glu‐Glu‐Asp‐Leu‐.  Diese  Sequenz  wird  vom  Anti‐myc‐
Antikörper   (IgG1‐Antikörper)   erkannt,  mit   der   konjugierten  Meerrettich‐Peroxidase   und
chemolumineszenten   Substrat   kann   die   Detektion   und   Analyse   des   Zielproteins   in
verschiedenen Imaging‐Verfahren erfolgen[142].
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Die  Anzucht   von  Escherichia   coli‐Stämmen   erfolgt   in   zuvor   autoklaviertem   LB‐Medium
(lysogeny  broth).  Das  LB‐Medium  wird  aus   in  dH2O  aufgelösten  Bactotrypton   (10  g/L   ),
Hefeextrakt   (5  g/L)  und  NaCl   (5  g/L)  hergestellt.  Anschließend  wird  der  pH‐Wert  auf  7.0
eingestellt und das Nährmedium autoklaviert. Für Gel‐Nährböden wird dem Medium davor
Agar  Nr.  1   in  einer  Endkonzentration   von  1.2%   (w/v)   zugegeben.  Nach  Abkühlung  des
Festmediums auf mindestens 55°C kann das Festmedium mit Antibiotika versetzt werden.
 3.7.2 M9‐Medium
Das  M9‐Medim   ist  ein  Minimal‐Wachstumsmedium,  das   für  die  Produktion  von  Seleno‐
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4 Methoden
 4.1 Molekularbiologische Methoden
Die  Aufgabenstellung  dieser  Arbeit  beschreibt  die  Projektkonzeption,  anhand  dessen  die
entsprechenden   Zielproteine,   sowie   Zielgene   ausgewählt  und   anschließend  biochemisch
sowie  strukturell  untersucht  wurden.  Die  Klonierung  der  Zielgene  erfolgt  mittels  Templat‐
angepasster Methode der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction,  PCR)   mit
der Phusion Polymerase (Finnzymes)[143] oder für Genamplifikation von über 10 kb mit der
DyNAzyme  Polymerase  (Finnzymes)[144].  Als  Templat‐DNA  dient  entweder  die  extrahierte
Plasmid‐DNA[145] bereits klonierter Konstrukte oder für das Zielgen als Wildtyp (WT) zuvor
präparierte chromosomale DNA[146]. Um für die Untersuchungen relevante Variationen des
Zielprotein‐Wildtypes     zu   erhalten,   werden   die   Zielgene   nach   der   Klonierung,   bzw.
Ligation[147]  in   die   entsprechenden   Vektoren   einer   Dpn I‐unterstützten  Mutagenese‐





anschließend   sequenziert   (GATC)[151].   Um   die   hergestellten   Genkonstrukte   optimal
einzusetzen,   wurde   deren   Plasmid‐DNA   extrahiert   um   durch   eine   Elektroporation   in
kompetente Zellen wieder transformiert werden zu können[152].
 4.2 Proteinchemische Methoden
Zur  Herstellung  heterologer  Proteine   in  E.  coli werden  die   in  den  verwendeten  Vektoren
klonierte  Gene  in den  E.  coli  ‐ Stämmen M15, BL21  und  BL21  Star[153] exprimiert. Durch
Isopropyl‐β‐D‐thiogalactopyranosid  (IPTG)  oder  Laktose  Zugabe  erfolgt  die  Abspaltung  des









bzw.  oder  Ampicillin   (50  –  100 µg/mL)  versehen,  mit  Einzelkolonien   inokuliert  und  über
Nacht bei 30 – 37 °C und 250 upm inkubiert. 
 4.2.1 Genexpression im präparativen Maßstab
Die  Konstrukte  tycB2‐3  [AT.CATE],  tycB3  [CATE]  und  tycB2‐3ΔE   [AT.CAT][154]  sowie  bacA1‐2








und  160 upm   inkubiert.  Danach  werden  die  Zellen  durch  Zentrifugation  geerntet  (30 min,
6000 upm, 4° C) und das Zellpellet in 3%‐Hepes‐Puffer B (Hepes‐Puffer A: 50 mM Hepes und
300 mM   NaCl;   Hepes‐Puffer   B:   50 mM   Hepes,   300 mM   NaCl   und   250 mM   Imidazol)
resuspendiert.   Bei   Autoinduktionsmedium   erfolgt   die   Induktion   durch   die   enthaltene
Laktose, IPTG wurde nicht zugegeben, die Zellkultur wurde nach zwölf bis achtzehn Stunden
geerntet. 
Die  Vorkulturen  sowie  das  Nährmedium   für  die  präparative  Expression  Selenomethionin‐
markierter  Proteine  werden   zusätzlich  mit  einer  Glukose‐Lösung   (Endkonzentration   von
22.2 mM)  versetzt.  Für  die  präparativen  Expressionen  werden  8 L  Expressionsmedium  im
Verhältnis 1:400 mit der Vorkultur  (M9‐Medium)  inokuliert  und bei 30°C und  160 upm  im
Luftschüttler bis zu einer OD600 von 0.5 inkubiert. Um den Einbau des zelleigenen Methionins
zu  minimieren,  werden  die  Kultur   anschließend  mit  dem  Aminosäure‐Mix  1  und   2   im
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Verhältnis 1:100 versetzt und für ca. 15 min inkubiert. Im Anschluss daran wird die Kultur, um
den  Einbau  des  zelleigenen  Methionins  durch  das  Selenomethionin  zu  ersetzen,  mit  der
Selenomethionin‐Lösung,   ebenfalls   im  Verhältnis  1:100,   versetzt.  Nach  weiteren  15 min







(50 µL Zellsuspension  aus 1 – 2 mL Kulturmedium)  wurden durch die  Zugabe  von  Natrium‐
dodecylsulfat (SDS) aufgeschlossen.
Bei  dem  Verfahren   für  die  Expressionsansätze  werden  die  Zellen  zunächst  einem  hohen
Druck ausgesetzt, der durch das Öffnen eines Nadelventils schlagartig abnimmt und zu einer
rapiden   Expansion   der   Zellen   führt.   Die   dadurch   auf   die   Zellwand  wirkenden   hohen
Scherkräfte führen dabei zur Lyse der Zelle und zur Freisetzung des Zellinhaltes.  Um einen
vollständigen  Zellaufschluss  zu  gewährleisten,  wird  der  Vorgang  mindestens  dreimal  unter




Die  Metallchelat‐Affinitätschromatographie   an   immobilisierten  Metallionen   (immobilised










isoliert  werden.  Die   Elution   der   komplexierten   Proteine   erfolgt   über   eine   ansteigende
Imidazol‐Konzentration im Elutionspuffer (Hepes B). Durch die höhere Affinität des Imidazols
zu  den  Matrix‐gebundenen  Metallkationen  werden  die  komplexierten  Proteine  von  den
Koordinationsstellen der Matrix verdrängt.
Zur Reinigung des Rohzellextraktes wurde eine FPLC‐Anlage (Pharmacia LKB Biotechnology)
oder   eine   Äkta  Prime  (GE‐Healthcare)   verwendet.   Alle   Reinigungsschritte  werden  mit
gekühlten   und   filtrierten   Puffern   und   bei   einer   Umgebungstemperatur   von   4 °C
durchgeführt.   Zunächst  wird   der   Rohzellextrakt   auf   eine  Auftragsschleife   gegeben   und
anschließend auf die Me2+‐NTA‐Säule (Pharmacia) aufgetragen. Als Auftragspuffer diente ein




Anteils   in  dem  Elutionsgradienten  werden  die  gebundenen  Proteine  bei  einer  konstanten
Flussrate  durch das Imidazol  von der Matrix verdrängt. Das Eluat wird anschließend durch
einen  automatisierten   Fraktionskollektor   in  2‐4 mL‐Fraktionen  aufgefangen.   Im  Anschluß
dient  der  qualitative  Bradford‐Assay[160]  zur  Bestimmung  der  proteinhaltigen  Fraktionen.




Die   Trennleistung   der   Gelfiltrationschromatographie   beruht   auf   der   unterschiedlichen
Diffusionsgeschwindigkeit verschiedener Proteine in einer Gelmatrix definierter Porengröße.
Das  Diffusionsverhalten  der  Proteine  hängt  von   ihrer   räumlichen  Ausdehnung  ab,  die   in
erster  Näherung  mit   ihrer  Masse  korreliert.  Die  Gelmatrix,  poröse  Kügelchen  mit  einem
34 µm   langem  Durchmesser,  besteht  aus  quervernetzter  Agarose,  kovalent  gebunden  an
Dextran  (Sephadex).  Sie  verzögert  die  Diffusion  der  Partikel  mit  abnehmender  Größe  und
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ermöglicht   so  eine  effektive  Trennung  nach  der  Proteinmasse.  Das  Elutionsvolumen  der
aufgetragenen Proteine hängt exponentiell mit ihrer Masse zusammen. Aus diesem Grund ist





mit  Wasser  gewaschen   (2x320 mL  ddH2O)  und  anschließend  mit  Dialysepuffer   (2x320 mL
10 mM HEPES pH 7.0 und 150 mM NaCl) equilibriert. Alle Puffer werden vor Gebrauch mit
einem Porenfilter von Kleinstpartikeln befreit und entgast. Das nach der IMAC‐Aufreinigung
ankonzentrierte  Proteingemisch  (2‐4 mL)  wird  auf  die  Säule  aufgetragen  und  anschließend
bei  konstanter  Flussrate  (2.0 mL/min)  eluiert.  Das  Eluat  wird  durch  einen  automatisierten
Fraktionskollektor   in   2‐4 mL‐Fraktionen   aufgefangen.   Im  Anschluss   dient  der  qualitative
Bradford‐Assay zur Bestimmung der proteinhaltigen Fraktionen[160]. Die Zusammensetzung
der   so   positiv   getesteten   Fraktionen  wird  mittels   SDS‐PAGE[161]  visualisiert.   Die   das
Zielprotein enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und ankonzentriert. Anschließend wird
das dialysierte Proteinkonzentrat für die weitere Verwendung vorbereitet. Die Gelfiltrations‐
säule  wird   nach  Gebrauch  mit   80 mL  NaOH   (0.5 mM),  Wasser   (2x320 mL   ddH2O)   und
verdünnter Ethanol‐Lösung (2x320 mL 20% EtOH) gespült.
 4.2.5 HI‐TRAP Umpufferungsverfahren
Um  die  durch  Metallchelat‐Affinitätschromatographie  erhaltenen  Zielproteinlösungen  von
Salzen   und   noch   vorhandenem   Imidazol   zu   befreien,  wurde   neben   der  Gelfiltrations‐
Chromatographie   die   Entsalzung   mittels   HiTrapTM‐Säulen   (Amersham   Biosciences)








durch   eine  Membran   gedrückt.  Wichtigste   Kenngröße   der   Viva‐Spin‐Säulen   ist   deren
Ausschlussvolumen, welches angibt, ab welcher Größe ein Protein die Membranporen nicht
mehr durchdringen kann. Somit wird die Pufferlösung während der Zentrifugation durch die











auch   das   Gel   überschichtet   und   die   Probentaschen  mit   Puffer   gespült  werden.   Die
Elektrophorese erfolgt bei 10 mA (Sammelgel, pH 6.8) bzw. 20‐30 mA (Trenngel, pH 8.0) pro
Gel.   Zur   Größenskalierung   werden   4 µL   eines   Proteinmarkers   aufgetragen.   Für   die
Visualisierung  der  analytischen  und  präparativen  Expressionen  werden  die  Zellpellets  aus
2 mL  Kulturlösung   in  75 µL  TE‐Puffer  und  25 µL  4x‐SDS‐Probenpuffer   resuspendiert  und
10 min   bei   95°C   erhitzt,   was   zur   Lyse   der   Zellen   führt.   Nach   der   anschließenden
Zentrifugation werden 10‐20 µL des Überstands auf das Gel aufgetragen. Proteinbanden im
Polyacrylamidgel   werden   durch   eine   Behandlung   mit   Coomassie‐Brilliant   Blue   R250
angefärbt. Dieser Farbstoff bindet unspezifisch an kationische und hydrophobe Seitenketten
von  Proteinen[163]  und   ermöglicht   die  Visalisierung  der   einzelnen   Proteinbanden.  Das
Polyacrylamidgel wird dafür mit der Färbelösung bedeckt und bis zum Siedepunkt erhitzt. Die
heiße  Färbelösung  wird  danach  bei  RT  auf  dem  Tischschüttler  geschüttelt.  Ungebundener
Farbstoff wird anschließend durch zweimaliges Aufkochen in Wasser aus dem Gel gelöst. Im
Anschluss   wird   die   Hintergrundfärbung   des   Geles   durch   das   Schütteln   in   heißer
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gleichen   photometrischem   Grundsatz   wie   bei   der   spekrometrischen   Verfahren,   der
Absorption bei einer Wellenlänge von λ = 280 nm. Die photometrischen Messungen werden
aufgrund  des  geringen   für  die  Messung  benötigten  Volumens  mit  einem  Nanodrop‐Gerät
bestimmt.
Dafür  wird  das  Gerät   zuerst  mit  1.5 µL  ddH2O   initialisiert  und   anschließend  mit  1.5 µL
Referenzpuffer  kalibriert.  Für  die  Messung  werden  dann  mindestens  1.5 µL  Proteinlösung
aufgetragen  und  aus  der  gemessenen  Absorption  die  Proteinkonzentration  berechnet.  Die




an   der   Beamline   X33   (SAXS)   am   EMBL   (Hamburg)   verifiziert.   Dafür  wird   zuerst   die
Refraktometeroptik   mit   Wasser   und   Isopropanol   gereinigt.   Anschliessend   wird   der
Probenpuffer als Referenz gemessen, der so enthaltenen Wert wird von dem Messwert der






Das   Zielprotein  mit   einer   oder  mehreren   A‐Domänen   wird   für   eine   Adenylierungs‐
aktivitätsmessung (ATP/PPi‐Austausch)  im Probenpuffer (50 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 25 mM







mit  32PPi  angereichert   werden.   Um   die   Reaktion   zu   beginnen,   werden   100 µL   der
hergestellten   „heißen“  32PPi ‐Lösung   zu   500 µL   der   Reaktionsmix‐Lösung   pipettiert.  Der
Reaktionsmix  wird  anschließend  5 – 30 min  bei  25 – 37 °C   inkubiert.  Um  die  Reaktion  zu
quenchen,  werden  750 µL  Aktivkohle‐Suspension   (muss  während  der  Entnahme  gerührt
werden), bestehend aus 8.92 g NaPPi × 10 H2O, 10 mL HClO4 (70%) und 3.2 g Aktivkohle, dem
Reaktionsmix hinzugegeben und anschließend vortexiert. Der Reaktionsmix wird   für 3 min
bei   13000 upm   pelletiert   und   der   Überstand   abgesaugt.   Das   Pellet   wird   in   750 µL
Waschlösung   (wie   Aktivkohlelösung   nur   ohne   Aktivkohle)   resuspendiert   und   erneut
zentrifugiert,  der  Überstand  wird  abgesaugt.  Dieser  Schritt  wird  wiederholt.  Anschließend
wird   das   Pellet   erneut   in   750 µL   Waschlösung   resuspendiert   und   dann   in   15 mL
Scintilliationsflüssigkeit   in  ein  Scintillisationsgefäß  gegeben.  Vor  der  Scintillationsmessung
wird  die  Lösung  vortexiert  um  eine  möglichst  homogene  Verteilung  der  Aktivkohle   in  der
Scillationsflüssigkeit zu gewährleisten.
 4.3.2 PCP‐Beladung mittels Panthoteinierungsreaktion
Mittels  der  4’‐Phosphopantethein‐Transferase  Sfp  aus  B.  subtillis werden  posttranslational
alle  PCP‐Domänen  eines  NRPS‐Systems  von  der  Apo‐   in  die  aktive  Holo‐Form  überführt.
Dafür wird das zu beladende Enzym im Beladungspuffer (25 mM HEPES pH 7.0, 1 mM MgCl2
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und 250 mM NaCl) aufgenommen. Anschließend wird das Sfp (10 µM) sowie die fünffache
Menge  an  CoA  oder  einem  CoA‐Derivat  hinzugegeben.  Der  Mix  wird  dann   für  möglichst
vollständige  Beladung  über  Nacht  bei  4 °C   langsam  gerührt.  Nach  der  Beladung  wird  der





konzentration,  gepuffert),  MgCl2  (25 mM  Endkonzentration)  und  die  korrespondierenden
Aminosäuren   (250 µM  Endkonzentration)  hinzugegeben.  Anschließend  wird  der   Inhibitor
(1:100 – 1:1000)  aus  einer  100 mM  Vorratslösung   in  DMSO  hinzugegeben.  Die  Reaktions‐
lösung  wird  dann   für  20  –  30 min  bei  RT   inkubiert  und  der  Assay  durch  die  Zugabe  des
Donorenzyms   (10 µM)   gestartet.  Nach  Ablauf   der   gewünschten   Reaktionszeit  wird   die
Reaktion  durch  die  Zugabe  von  10%  Triflouressigsäure   (TFA)  gestoppt,  die  präzipitierten
Proteine   mittels   Zentrifugation   abgetrennt   und   das   Reaktionsgemisch   mittels   LCMS
untersucht.
 4.3.4 Gekoppelte Amino‐CoA und Aminosäure Beladung
Eine  weitere  Alternative  zu  dem  mit  radioaktivem  32P  gelabelten  PPi  für  die  Aktivität  der
einzelnen   A‐Domänen   ist   die   gekoppelte   Beladung   durch   Amino‐CoA   und   der
korrespodierenden  Aminosäure.  Ein  Vorteil  dieser  Anwendung   ist,  dass  sich  die  Aktivität
mehrerer   A‐Domänen   gleichzeitig   untersuchen   lässt,   auch  wenn  mehrere   die   gleiche
Aminosäure aktivieren. Zusätzlich Wie bereits beschrieben wird das Amino‐CoA mittels Sfp








Das  Verfahren  MALDI‐TOF[166]  dient   zur   analytischen  Untersuchnung   von   chemischen
Verbindungen   anhand   ihrer   Molekularmassen.   Bei   MALDI   (matrix   assisted   laser
desorption/ionisation)   ionisiert  man  den  Analyten  mittels  Laserbeschuss  über  eine  DHB‐
Matrix (Agilent), in welche die eigentlichen Analyten eingebettet sind. Dafür werden 1 – 2 µL
der   Probe   auf   einem  Metaltarget   vorgelegt,  mit   1 – 2 µL   der  DHB‐Matrix   vereint   und
anschliessend  getrocknet.  Durch  Laserbeschuss  verdampft  die  Matrix  explosionsartig,  das
zuuntersuchende Analyt wird mitgerissen und ionisiert. Die entstandenen Ionen werden in
einem  elektrischen  Feld  beschleunigt.  Die  Masse  des  Analyts  wir  dann  durch  den  TOF‐
Analysator (time of flight) über eine Zeitmessung vom Start der Ionen in der Ionenquelle bis
zum  Erreichen  des  Detektors  über  einen  Deflektor,  der  für  genaure  Messergebnisse  sorgt,
ermittelt.  Mit  dieser  Methode  werden  durch  den  BiFlex   III  MALDI‐TOF‐System   (Bruker)
hauptsächlich die Intermediate bei der Aufreinigung der Peptidsynthese‐Produkte analysiert.
 4.4.2 Hybrid‐Massenspektrometrie (HPLC‐ und LC‐MS)
Durch  die  Hochleistungs‐Flüssigkeitschromatographie   (high  performance   liquid   chromato‐
graphy;  HPLC)[167]  können  anhand   ihre  Affinität  zum  Säulenmaterial  einzelne  Substanzen
oder Substanzgruppen aus Gemischen isoliert werden. An der unpolaren stationäre Phasen
(reversed   phase;   RP)   werden   durch   die   polare  mobile   Phase   (deionisiertes  Wasser
funktionalisiert  mit  1%  Trichloressigsäure  als   Ionenpaarreagenz)  zuerst  die  polaren  Stoffe




Fraktionen   mit   einem   UV‐Ausschlag   (peak)   mittels   MALDI‐TOF   analysiert.   Für   die
Identifikation  von  Proteinen  werden  die  Peptidfragmente  nach  einem  tryptischen  Verdau
mittels der gekoppelter HPLC‐ und MS‐Analyse[168] mit einer ESI‐Ionenequelle (electrospray
ionisation)[169]  an  einem  Agilent  1100  HPLC   (Agilent  Technologies)  und  Finnigan  LTQ‐FT
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(Thermo  Fischer  Scientific)  Hybridmassenspektrometer    untersucht.  Zur  Verbesserung  der
Ionisierung  der  Analyten  wird  das  Laufmittel  durch  die  Zugabe  von  Nonafluorpentansäure
(20 mM),   Trifluoressigsäure   (0.1%)   oder   Triethylamin   (2 mM)   als   Ionenpaarreagenz
funktionalisiert. 
Aktivitätsassays  werden  mittels   LCMS   (liquid   chromatography  mass   spectrometry)[170]
analysiert, somit ist für jeden Punkt des gemessenen Chromatogramms ein Massenspektrum
verfügbar. Dadurch können alle im Chromatogramm identifizierten Peaks einer spezifischen









das   Zielprotein  mittels   einer   Protease,  meist   Trypsin,   in   Peptide   gespalten  wird,   die





Fällen   ist   die   Proteinsequenz   ganz   oder   zumindestens   teilweise   bekannt,   was   die
anschließende   Analyse   stark   vereinfacht.   Für   diese   Zwecke   ist   die   in   dieser   Arbeit




Bei  der   Festphasensynthese   (solid  phase  peptide   synthesis,  SPPS)[172]  wird  die  Peptid‐
synthese an einem festen Träger, einem Polymer (resin), hergestellt. Die Immobilisierung am
festen  Träger  bringt  viele  Vorteile  mit  sich.  Zum  einen  können  alle  Reagenzien   in  grossen
Überschuss   eingesetzt   sowie   schnell   von   der   festen   Phase   entfernt  werden,  was   die
Automatisierung  der Festphasensynthese ermöglicht und die Kupplungsausbeuten deutlich
steigert.   Das   Prinzip   der   Fmoc‐basierten   SPPS   beruht   auf   der   Orthogonalität   von
Schutzgruppen.   So   wird   die   basenlabile   Fmoc‐Schutzgruppe   am   N‐Terminus   der
Aminosäuren und säurelabile Schutzgruppen (acid labile protecting group) für die Schützung
der Seitenketten verwendet (Abb. 20).
Die   Initiation  der  Peptidsynthese  beginnt  mit  der  Funktionalisierung  des  Harzes  mit  der
ersten Aminosäure,  bzw.  an den auf  der Harzoberfläche gebundenen  2‐Chlorotritylchlorid‐
Linker.  Dies  kann   im  Vorfeld  manuell  erfolgen  oder  während  der  Festphasensynthese  am
Synthetiser.   Für   die   Kupplung   der   nächsten  Aminosäure  muss   der  N‐Terminus   basisch
entschützt  werden.  Nach  mehreren  Waschschritten   erfolgt   die   Kupplung   des   nächsten
Bausteines, der in situ mittels HBTU am C‐Terminus für die Peptidbindungsknüpfung aktiviert
wird.  Nach  mehrfacher  Wiederholung   (n‐Schritte)  dieser  Propagationsschritte  erfolgt  die
Kupplung der letzten Aminosäure. Die letzte Aminosäure verfügt nicht über die basenlabile
Fmoc‐Schutzgruppe,   sondern   tBoc‐Schutzgruppe.   Dies   ist   notwendig,   da   die   Thio‐
ester/Peptid‐Kupplung im nächsten Schritt unter basischen Bedingungen durchgeführt wird.
Erst anschließend sollte der N‐Terminus entschützt werden. Die Abspaltung des vollständig
Seitenketten‐   und   N‐terminal‐geschützten   Peptids   vom   2‐Chlorotritylchlorid‐Linker  wird
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durch  Zugabe  eines  Gemisches  aus  AcOH/TFE/DCM  erreicht.  Unter  diesen   leicht   sauren
Bedingungen erfolgt die Abspaltung vom Harz. Die basenlabilen Seitenketten‐Schutzgruppen
(Fmoc) bleiben erhalten und werden erst im letzten Schritt entfernt um Nebenreaktionen mit
den  Aminosäure‐Seitenketten  zu  vermeiden.  Nach  dem  Abtrennen  des  Peptids  vom  Harz
erfolgt  die  Reinigung  durch  dreifache  Umkristallisation   in  Hexan  und  anschließend  eine
Aufreigung mittels HPLC. 
 4.5.2 Amino‐CoA Synthese
Da   die   Thioester   Bindung   zwischen   der   Thiolgruppe   des   Coenzyms   A   (CoA)   und   der
Carboxylgruppe des Subtrates im Basischen zu Hydrolysierung neigt, wird diese durch eine
Aminogruppe substituiert[173]. Zur Darstellung von Pantothensäure (2) wird zuerst 1 eq des
in   Dichlormethan   unlöslichem   Pantothensäure‐Calciumsalz   (1)   in   200 mL   dH2O   gelöst
(Abb. 21). Um das Calciumsalz in die Säure zu überführen wird die Reaktionslösung mit 4M




Abbildung  20:   Peptid‐Festphasensynthese   (Fmoc‐Strategie)  mit   der   Fmoc‐Schutzgruppe
(blau)   und   der   duch   die   säurelabile   Schutzgruppe   funktionalisierte   Seitenkette   der
entsprechenden Aminosäuren (Ra, rot).
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wird   diese   in   100 mL   Dichlormethan   (DCM)   aufgenommen   und   anschließend   das   p‐
Anisaldehyddimethylacetal   (PADA;   1 eq)   zur   Emulsion   gegeben.   Nach   Zugabe   von   (±)‐
Campher‐10‐sulfonsäure (CSA; 0.1 eq) tritt eine zügige Vermischung der Substrate ein, was in
einer  klaren  Reaktionslösung  resultiert.  Die  Reaktion  findet  unter  ständigem  Rühren  über
Nacht   statt.  Nach   Entfernen   des   Lösungsmittels   im  Vakuum  wird     das     im  Rückstand
enthaltende Produkt (3) säulenchromatographisch über Silicagel (n‐Hexan:Ethylacetat = 6:1;
gefolgt   von   steigender   Ethylacetat   Konzentration   bis   hin   zu   reinem   Ethylacetat;   alle
Lösungsmittel  wurden  mit  0.1%  TFA  angesäuert)  von  den  restlichen  Substanzen  separiert.
Der   Fortschritt   der   säulenchromatographischen   Separation   wird  mittels   Dünnschicht‐
chromatographie (DC) verfolgt.   Nach Entfernen des Lösungsmittels im Vakuum enthält der
weißliche Rückstand die acetalgeschützte Pantothensäure (3; Abb. 21). 
Die   Herstellung   des   Aminopantetheins   aus   der   Pantothensäure   erfolgt   durch   eine
Peptidkupplung   zwischen   der   Carboxygruppe   der   Pantotheinsäure   und   der   freien
Aminogruppe   des  N‐Boc‐Ethylendiamin   (N‐Boc‐EDA;   1 eq).   Dafür   wird   das   Edukt   (3)
zusammen   mit  N‐Boc‐EDA,  N‐(3‐Dimethylaminopropyl)‐N'‐ethylcarbodiimid   Hydrochlorid
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(EDC; 2 eq) und 1‐Hydroxy‐7‐azabenzotriazol (HOAt; 2 eq) in 15 mL Dimethylformamid (DMF)
aufgenommen.   Unter   starkem   Rühren   wird   das   Triethylamin   (NEt3;   3   eq)   zu   der
Reaktionslösung langsam hinzugetröpft, anschließend findet die Reaktion über Nacht unter
ständigem  Rühren  statt.  Nach  dem  Entfernen  des  Lösungsmittels   im  Vakuum   (bei  40° C,
5 mbar   für  4 h)  kann  das  geschützte  Aminopantethein   (4)  durch  Ausschütteln  aus  30 mL
Ethylacetat  und  20 mL  gesättigter  NaHCO3‐Lösung  aus  der  organischen  Phase  extrahiert
werden.  Die  organische  Phase  wird  mehrmals  gewaschen  (mit  gesättigter  NaHCO3‐Lösung
und  zweimalig  mit  gesättigter  NaCl‐Lösung)  und  das  Lösungsmittel   im  Vakuum  entfernt.
Durch   säulenchromatographische   Aufreinigung   über   Silicagel   (6:1   n‐Hexan:Ethylacetat;
gefolgt   von   steigender   Ethylacetat   Konzentration   bis   hin   zu   reinem   Ethylacetat;   alle
Lösungsmittel wurden mit 0.1% TFA angesäuert) erhält man das geschützte Aminopantethein
(4;   Abb. 21)   als  weißes   Pulver.   Anschließend  werden   die   säurelabilen   Schutzgruppen
entfernt,   zuerst   für  4 h   und  Raumtemperatur   (RT)  mittels   Triethylsilan   (TES;  5 eq)   und
Triflouressigsäure   (TFA;   10 eq),   die   Kontrolle   erfolgt  mittels   LCMS.   Bei   unvollständiger
Abspaltung der Schutzgruppen wird nach der letzten Umsetzung die Entschützung durch ein
Gemisch,  bestehend  aus  Trifouroessigsäure   (TFA)  zu  Triflouroehtanol   (TFE)  zu  Wasser   im
Verhältniss   von   95:2.5:2.5,   durchgeführt.   Um   das   finale   Produkt   Amino‐Coenzym   A
(CoA‐NH2)   zu   erhalten   wird   das   Aminopantethein   (5;   Abb. 21)   enzymatisch   mittels
Pantothenatkinase (PanK) an der terminalen Hydroxylgruppe phosphoryliert, das Pantethein‐
Phosphat‐Adenylyltransferase (PpaT)  adenosyliert  die  angehängte Phosphatgruppe  und die
Dephospho‐CoA‐Kinase   (DpcK)  phosphoryliert  die  2‐Hydroxylgruppe  des  Riboserestes.  Die
enzymatische  Umsetzung  zuerst  durch  PanK   (0.0025 eq)  und  PpaT   (0.0025 eq)  erfolgt   im
Tris/HCl‐Puffer   bei   einem   pH‐Wert   von   7.0,   Adenosintriphosphat   (ATP;   10 eq),
Magnesiumchlorid   (MgCl2;  20 eq)  sowie  Kaliumchlorid  (KCl;  20 eq).  Anschließend,  um  das
vollständig phosphorylierte Produkt zu erhalten, wird der pH‐Wert auf 9.0 angehoben und
DpcK   (0.005 eq)  hinzugeben.  Das  Reaktionsgemisch  wird   in  einem  15 mL  verschließbaren
Reaktionsgefäß   für   2 h   bei   RT   geschüttelt.   Da   auch   das   dephosporyliertes   Produkt
(DP‐CoA‐NH2) von einer 4'‐Phosphopantetheinyl Transferase wie Sfp übertragen wird, kann





10 mL  Acetonitril  und  Wasser  equilibriert  werden,  um   im  Anschluss  das  Reaktionsgemisch
aufzutragen. Durch Waschen mit 5 mL Wasser werden die Salze ausgewaschen, die Elution
erfolgt durch den Auftrag von   6 mL 0.1% TFA haltigen Gemisch (Acetonitril : ddH2O = 1 : 1).
Das  Produkt  wird   lyophilisiert  und  mittels  HPLC  aufgereinigt   (Flussrate = 18 mL/min;  C18‐








Die   dynamische   Lichtstreuung   ermöglicht   anhand   der   Konzentrationsfluktuationen   der
Partikel im Probenpuffer (Brown'sche Molekularbewegungen) den hydrodynamischen Radius
der  Moleküle   zu   ermitteln[175].   Dabei  wird  mittels   eines   Lasers   Licht   in   die   Probe
eingestrahlt das an verschiedenen Partikeln gestreut wird (Abb. 22). 
Bei  kohärent  und  monochromatisch  eingestrahltem  Licht  (Laser)   interferiert  das  Streulicht
verschiedener   Streuzentren  miteinander  und   führt   zu  messbaren  Veränderungen   in  der
Streuintensität.  Die  Fluktuationen   in  der  Streuintensität  enthalten   Informationen  über  die
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Geschwindigkeit, mit der sich die Partikel in der Lösung bewegen, die von dem Stokes'schem
Radius  der  Partikel  abhängt.  Die  Geschwindigkeit  mit  der  sich  die  Partikel   in  der  Lösung
bewegen  hängt  von  der   stoffspezifischem  Diffusionskoeffizient  ab,  mit  dessen  Hilfe   sich
mittels der Stokes‐Einstein‐Beziehung  der hydrodynamische  Radius R0  (Stokes'sche  Radius)
berechnen lässt. 
Bei  dem  Streuexperiment   (SAXS)[176‐180]  wird  auf  eine   Lösung  mit  bekannter  Protein‐






Detektorabstand   von  2.7 m   auf  q = 0.06 ‐ 6 nm‐1.  Die   Zielmoleküle   in  dem  Probenpuffer
haben eine zufällige Position sowie Orientierung, sofern sie monodispers vorliegen und nicht
miteinander   interagieren.   In   dem   Fall   kann   eine   isotropische  Verteilung   der   Intensität
gemessen  werden,  die  proportional  zu  der  Streuung  eines  einzelnen  Moleküls,  gemittelt
über alle Richtungen ist. Bei einem Zwei‐Phasen‐System, so wie bei Proteinen in Lösung, wird
der  einfallende  Hauptstrahl  an  dem  Dichtekontrastunterschied   (Δρ)   zwischen  der  durch‐
schnittlichen Elektronendichte des Partikels (~0.44 e‐/Å3 für Proteine) und des Lösungmittels
(~0.33  e‐/Å3  für  Wasser)  gestreut[180].  Zusätze   im  Puffer  wie  Chloridionen,  ATP,  DTT  oder
Glycerol erhöhen die durchschnittliche Elektronendichte in dem Puffer und verringern daher
den   Kontrast.  Konventionell   können   die   Strukurparameter:   Originalintensität   (I0)   und
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Gyrationsradius   (RG)    aus  den  gemessenen   Intensitäten  ermittelt  werden.  Die  durch  DLS‐
Messungen ermittelte Geschwindigkeit der Partikel führt zu dem Stokes'sche Radius (R0), der
für den Radius einer idealisierten Sphere, die sich mit der gleichen Geschwindigkeit durch die
Lösung  bewegt  wie  das   gemessene  Partikel   steht.  Der  Gyrationsradius  RG  wird   als  die
Quadratwurzel der mittleren Quadrate aller Distanzen der Streuzentren eines Partikels von
seinem Zentrum definiert und hängt somit ab von der Form des gemessen Partikels ab[181].
Wird  der  Logaritmus  der  Streuintensität  (ln I(q))  gegen  den  Quadrat  des  Streuvektors  (q2)
aufgetragen   erhält  man   den   Guinier‐Plot[181].   Aus   dem   Guinier‐Plot   lässt   sich   der
Gyrationsradius   (RG)  als  Steigung  aus  der  Extrapolation   für  den  Bereich  q < 1.3   (Guinier
Näherung)  gegen  I(0)  (q = 0)  ermitteln[180]. Durch das  Porod‐Gesetz sind die  Grenzen  der
Kleinwinkel‐Streuung   vorgegeben,   da   für   sehr   große   Streuvektoren   (q >> 1)   die
Streuintensität  mit  der  vierten  Potenz  des  Streuvektors  abfällt[182].  Die  Streukurve  hängt
dann  mit  zunehmendem  Streuvektor  stärker  von  der  Form  der  Teilchen  ab,   ist  aber  auch
immer   anfälliger   für   Messfehler,   da   die   Streuintensität   im   Hintergrundrauschen
verschwindet.   Dies   erröfnet   aber   auch   die  Möglichkeit   Aussagen   über   die   Form   der
gemessenen  Teilchen  zu  treffen.    Aus  der   fouriertransformierten  Streuintensität   führt  die
gesuchte Dichteverteilung ρ(r) (Paarverteilungsfunktion; engl. pair distribution function). Aus





aller   Partikel   und   Konformationen   gemessen   werden,   können   mehrere    ab initio
Strukturmodelle   die  minimale   Abweichung   zu   der   gemessenen   Streukurve   zeigen.  Die
erstellten  Modelle  werden  klassifiziert  und  anhand  der  strukturellen  Merkmale  verfeinert.
Wie  gut  das  Modell  verfeinert  wurde  zeigt  die  Größe  für  die  Anpassungsqualität  χ2 an.  Ein
Wert von 1 zeigt eine vollständige Übereinstimmung, die jedoch praktisch nicht zu erreichen
ist,  ein  Wert   im  Bereich  zwischen  1.3  und  2.0,   je  nach  Qualität  der  Daten,   ist  daher  eher
realistisch.
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 i.)  Datensammlung
Die SAXS Datensätze wurden an der X33 Beamline (EMBL) des DORIS III Rings (storage ring)
am  Deutschen  Elektronen  Synchrotron   (DESY)   in  Hamburg  aufgenommen[183].  Die  X33
Beamline (bending magnet beamline) hat eine feste Wellenlänge (λ = 1.5 Å) und ist optimiert
für die Aufnahme von Datensätzen mit niedrigem Hintergrundrauschen. Die Proben wurden
durch   einen   automatischen   Probenwechsler   in   die  Messvorrichtung   geladen[184].  Die
Streubilder wurden mittels des PILATES 1M (photon couting) Detektors mit 4 x 30 s Bildern
(frames) und für die Konzentrationspanne für 1 bis 9 mg/mL Proteinlösung mittels des MAR
Image   Plate  –   Detektors   (67 x 420 mm²)  mit   einer   2 x 3 min   Beleuchtungzeit     aufge‐
nommen[185]. Die Streukurven wurden durch AutoSub auf die Datenqualität analysiert[186]





(RG)   ermittelt   und   durch   AutoGNOM[188]  die  maximale   Partikelausdehnung   (DMAX).
Streukurven   für  alle  Konzentrationsbereiche  wurden  mit  AutoMerge   (ATSAS  2.3)  auf  ein
Minimum   (zero  concetration)  extrapoliert  um  alle  vorhandenen  Konzentrationseffekte   im
Anfangsbereich   der   Streukurven   zu   eliminieren.   Die   Messwerte   der   verschiedenen
Konzentrationen  wurden  durch  PRIMUS[189]  integriert.  Die  Streukurvenselektion  erfolgte




berechnet.   Es   benutzt   eine   Anordung   der  Muster‐Atome   (dummy   atoms)   in   einem
kubischem Gitter, die die geringste Abweichung zwischen den prozessierten Messwerten und
den   errechneten   Streukurven   für   die   Muster‐Atome   nach   der   Kugelflächenfunktion
(spherical harmonics expansion) zeigen. Für jeden zusammengefügten Datensatz werden 20
verschiedene   Simulationsdurchgänge   berechnet   und   anschließend   analysiert.   Um
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Datenartefakte   und   messbedingte   Fehler   auschließen   zu   können,   wird   für   jede
konzentrationsabhängige  Messung  ein  Modell  erstellt  und  visuell  auf  Übereinstimmungen
und Abweichungen abgestimmt. Das Modell wird anschließend durch CRYSOL[191] nochmals
verfeinert und mit einer Hydratationshülle versehen. Nach der Erstellung des Modells wird







der  Oberfläche  die  Ermittlung  derer   Struktur  ermöglicht.  Bei  der  transmission  electron
microscopy  (TEM)   ermöglicht   eine   räumliche  Gesamtaufnahme,   da   die   beschleunigten
Elektronen  die  Probe  durchdringen   (Abb. 24A)[194‐195].  Ein  auf  das  Präparat   treffendes
Elektron  kann  mit  der  Probe  auf  verschiedene  Arten  wechselwirken.  Das  Elektron  erfährt





Wenn  das  Elektron  unelastisch  Gestreut  wird  eine  zufällige  Menge  Energie  an  die  Probe
abgegeben   und   seine  Geschwindigkeit   und  Winkel   geändert.     So   gestreute   Elektronen
erzeugen dann das Hintergrundrauschen sofern sie auf den Leuchtschirm eintreffen. Ein von
der  Probe  elastisch  gestreutes  Elektron  behält   seine  Energie,  aufgrund  des  Streuwinkels
lassen sich im nachhinein Aussagen über die Struktur der Probe treffen (Abb. 24B). Die Wahr‐
scheinlichkeit   ob   ein   Elektron   elastisch   oder   unelastisch   gestreut  wird   nimmt  mit   der
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(<10nm)   zeichnen   sich  dadurch   aus,  dass  die   gestreute  Elektronenwelle  einen  deutlich
anderen Weg durch die Objektivlinse nimmt als die ungestreute Elektronenwelle, so dass die
aufgrund   unterschiedlicher  Weglänge   auftretende   Phasendifferenz   bei   der   Vereinigung
beider  Wellenzüge   in  der  Nähe  der  Fokusebene   zu   Interferenzerscheinungen   führt.  Dies
bezeichnet  man  als  Phasenkontrast.  Die  Abbildung  grössere  Proteine   (>10nm)  wird  nicht
durch   den   Wellencharakter   der   Elektronen   und   den   damit   verbundenen
Interferenzerscheinungen bestimmt. Die dabei entstehende Phasenverschiebung ist zu gering
um ins Gewicht zu fallen. Sie werden im wesentlichen durch den Streuabsorptionskontrast
abgebildet.  Das  Bild  entsteht  durch  Ausblenden  der  unter  großen  Winkeln  an  schweren
Elementen elastisch  gestreuten Elektronen und den unabgelenkt  passierenden Elektronen,
die  keine  Wechselwirkung  mit  dem  Präparat  erfahren.  So  kommen  auf  den  Leuchtschirm












Zusatz  Schwermetalsalze   (z.B.  2%  Uranylacetat)  erreicht.  Dieses  Verfahren  wird  negative
staining  genannt.  Um  die  Probe  während  der  Aufnahme  vor  der  Strahlung   zu   schützen
werden  die  mit  der  Probe  beladenen  grids  in  flüssigem  Ethan  (‐188° C)  eingefroren  (cryo
electronmicroscopy). 
 ii.)  Klassifizierung und Modellaufbau 
Um   aus   zweidimensionalen  Projektionen  des   Zielproteins  ein  dreidimensionales  Bild   zu
rekonstruieren,  werden  mehrere   Tausend   experimentelle   Projektionen  benutzt.   Für   die
Rekonstruktion  eines  Einzelpartikels  (single  particle  reconstruction)  ist  es  notwendig,  diese
vielen  Projektionen   in  Klassen  zu  einzuordnen,    dabei  werden  die  Euler‐Winkel   jeder  der
Projektionen bestimmt. Die Euler‐Winkel zeigen die Position und Orientierung der Projektion
des   Zielproteins   an   einer   hypothetischen   Sphäre,   die   das   Zielprotein   umspannt.  Dabei
definiert  θ die  Höhe  über  dem Äquator,  ϕ die Rotation  um den Äquator  (Richtungswinkel
oder Azimut) und ψ die Rotation um den von θ und ϕ definierten Zentrum der Sphäre. Um
die Rekonstruktion des Zielproteins zu generieren, müssen zuerst alle Werte für θ und ϕ aller
Projektionen ermittelt  werden,  um  ihre Position  auf  der  Euler‐Sphäre  zu bestimmen.    Das
Zentrum der Euler‐Sphäre ist der Ursprung des dreidimensionalen Modells (random conical
tilt).  Der  Prozess  der  Modellbestimmung  geschieht   iterativ.  Die  experimentell  bestimmten
Projektionen werden einer ersten   Selektion unterzogen, anschließend werden sie zentriert,
ausgerichtet  und  klassifiziert.  Von   so  klassifizierten  Projektionen  wird  ein  erstes  Modell
erstellt (Abb. 24C). Um diese erste Lösung zu verfeinern, wird das Modell für eine bessere
Ausrichtung   und   Klassifizierung   der   Projektionen   benutzt.   Aus   den   verfeinerten  Daten





Beitrag  bei  der  Beantwortung  der  biochemischen  Schlüsselfragen[196].  Zur  Untersuchung
struktureller   Eigenschaften   von  Makromolekülen   können  mehrere  Methoden   genutzt
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werden,   sofern   aber  Kristalle  des   Zielmoleküls   vorliegen,  wird  die,  wegen   ihrer  hohen
Aussagekraft, röntgenkristallographische Untersuchung bevorzugt. Der Kristallisationsprozess
wird   in  zwei  Phasen  vollzogen,  der  Keimbildung  und  dem  Kristallwachstum.   In  der  ersten
Phase, der Keimbildung, müssen die Makromoleküle eine Energiebarriere überwinden, das
Bilden   eines   periodisch   geordneten   Aggregatzustandes   einer   kritischen   Größe,   des
Kristallisationskeimes,   das   in   der  Mutterlösung   im   thermodynamischen   Sinn   überleben
kann[197].   Die   zweite   Phase,   das   Kristallwachstum,   zeichnet   sich   über   die   höhere
Attraktivität des festen Aggregates gegenüber dem flüssigen Zustand für jedes Makromolekül
aus.  Um   in  die  Phase  der  Keimbildung  und  damit  auch   in  die  Kristallwachstumsphase  zu
gelangen, bringt man in einer Mutterlösung das ausgewählte Makromolekül in den Zustand




Bei   der   Kristallisation   versucht  man   langsam   in   den   Bereich   der   Übersättigung   zu
gelangen[198].   Dazu   wird   eine   Proteinlösung   mit   Fällungsmitteln   verschiedener
Konzentrationen   zu  einer  Mutterlösung  kombiniert  und   zusätzlich  durch  den  Einsatz  an
verschiedenen  Puffer‐  und  Salzlösungen  die  Löslichkeit  des  Proteins  variiert.   Im   Idealfall
befindet   sich  die  Mutterlösung  dann   in  einem  Bereich  nahe  der   Sättigungsgrenze.  Die
Bildung   von   Kristallen   ist   in   dieser   Phase   noch   nicht   möglich,   da   in   dem
Untersättigungsbereich  die  Kristallbildung  wegen  der  zu  hohen  Energiebarriere  unmöglich
ist,   in  der  metastabilen  Zone  können  aus  bereits  vorhandene  Keimen    Kristalle  wachsen.
Durch das Prinzip der Gasphasendiffusion in einer abgeschlossenen Kammer, in der sich ein
Tropfen  mit   der  Mutterlösung   neben   einem  Reservoir   befindet,  wird  mit   der   Zeit  die
Konzentration des Proteins in der Lösung langsam erhöht. Dadurch gelangt die Mutterlösung
in  den  Übersättigungsbereich   (Keimbildungszone).  Dieser  Vorgang   ist  von  vielen  Faktoren
abhängig und lässt sich nicht voraussagen, diese besten Voraussetzungen erreicht man mit





der   Mutterlösung   womit   die   metastabile   Zone   erreicht   wird,   in   der   dann   die





Für   die  Datensammlung   an   der  Drehanode   oder   einer  Beamline   (Tab. 12)  werden   die
gezüchteten   Kristalle   an   einem   Cryo‐Loop   montiert   und   im   flüssigem   Stickstoff
schockgefroren[200]. Der Kristallaufbau eines Proteinkristalls wird von den Proteinmolekülen
bestimmt,  die  ein  Gitter  ausbilden,   in  den  Hohlräumen  dazwischen  kann  sich  das  Solvens
einlagern   (30%   ‐   70%).   Um   die   Kristalle   vor   Beschädigungen   durch   die   schlagartige
Ausdehung  des   eingelagerten   Solvens,  oder  Bildung   störender   Eisskristalle   zu   schützen
werden sie vor dem Einfrieren in eine Cryo‐Lösung überführt[201]. 
Für  die  Montierung  des  Kristalls  wird  er  am  Mikroskop  (Olympus)   in  einer  Schlaufe  eines
Cryo‐Loops   (Schlaufengröße   von   0.1 ‐ 0.5 mm;  Hampton   Research)   fixiert[202].   Die   so
schockgefrorenen   Proteinkristalle   wurden   mit   einer   Cryo‐Zange   bzw.   durch   einen
Probenwechsler   auf   den   Goniometerkopf   einer   Beamline   montiert.   In   einem
Flüssigstickstoff‐Strom werden die Kristalle während der Datensammlung bei 100 K gekühlt.
Nach  der  Ausrichtung  des  Kristalls   im  Röntgenstrahl  wird  die  Messung  gestartet.  Anhand
einer   Testaufnahme   bei   einem  Drehwinkel   von   0.3°   lassen   sich  Mosaizität,  Auflösung,
Raumgruppe und Zellparameter für ein Proteinkristall bestimmen. Für die Prozessierung der
gesammelten  Daten  wurden  mehrere  anwendungsorientierte  Programme  verwendet.  Die
Integration   der   gesammelten   Daten   erfolgte   durch   das   Programm   XDS[203]  und


















abstände   zu  miteinander   interferierenden  Röntgenstrahlen.   Jedes   Teilgitter  des   Kristalls
beugt   die   einfallenden   Röntgenstrahlen   im   selben  Winkel.   Die   verschiedenen   Ebenen
(gleiche  hkl‐Indizes)   führen   zum   Phasenunterschied   der   im   selben  Winkel   gebeugten
Welle[206].     Aufgrund   der   Beugung   kommt   es   zu   einer   Interferenz   und   somit   der
Verschiebung   der   einzelnen   Phasen   untereinander.  Konstruktive   (gerade   ganzzahlige





hkl‐Reflexes   (Millerschen   Indizes)   gebeugten  Wellen.   Die   gemessene   Intensität   I   ist
proportional zum Quadrat vom Betrag des Strukturfaktors F, und der Strukturfaktor F ist die
Fourier‐Transformation  der  Elektronendichte  ρ.  Die  gemessenen   Intensitäten  besitzen  nur
Informationen   über   die   Amplitude,   also   den   Betrag   des   Strukturfaktors.  Um   aus   den
Intensitäten den Strukturfaktor abzuleiten, muss deshalb das Phasenproblem gelöst werden.
Für Proteinstrukturen können die Phasen bevorzugt durch mehrere Methoden gelöst werden
(SAD/MAD,   SIR/MIR,  MIRAS,  MR).  Durch   den   Erhalt   der   Phasen   kann   die   gemessene
Elektronendichte  berechnet  werden   in  die  ein  Strukturmodell  des  Zielproteins  angepasst
wird.  Dabei wird  ein Teil der  Strukturfaktoren bei  dem Anpassungsprozess  separiert (Rfree),
während   der   übrige   Teil   (Rwork)   durch   die   iterative   Strukturmodell‐Anpassung   an   die






Strukturmodells   dar.   Entwickeln   sie   sich   parallel   zu   den   Rwork‐Strukturfaktor‐Werten
bestätigen sie die Integrität des Strukturmodells, anderfalls stimmt die ermittelte Elektronen‐
dichte und das erstellte Strukturmodell nicht überein. Nachdem das richtige Strukturmodell
für   die   ermittelte   Elektronendichte   erstellt  worden   ist,   können   die   Strukturdaten  wie
Atompositionen und die Elektronendichte in die PDB‐Datenbank[207] geladen werden.
 ii.a) MAD – multiwavelength anomalous diffraction
Bei   der   anomalen   Dispersionsmethode
(SAD/MAD)[208]  absorbieren   die   inneren
Elektronen   eines   Atoms   Röntgenstrahlung
einer  bestimmten  Wellenlänge  und  emitieren
diese   nach   einer   Verzögerung.   In   meisten
Fällen  wird  die  Dispersionsmethode  an  Selen‐
atomen durchgefürt. Diese werden als Seleno‐
methionin in das Zielprotein eingebaut, so dass
ihre  Position   in  der  Sequenz   fest  zugeordnet
ist. Es werden drei Datensätze gesammelt, inflection‐, peak‐ und high remote‐Datensatz. Die
so  gemessenen  Absorptionssptektren  (Abb. 25)   lassen  unter  Berücksichtigung  des  Friedel‐
gesetzes  Rückschlüsse  über  die  Phasenverschiebung   zu.  Die  Analyse  dieser   spezifischen
Phasenveschiebung führt zu der Lösung des Phasenproblems. 
 ii.b) MIR – multiple/single isomorphous replacement
Bei  dem   isomorphen  Ersatz  (SIR/MIR)[209] macht  man  sich  das  Prinzip  zu  nutze,  dass  die
Diffusion des Kristallderivates (ein Kristall  in das Schwermetallatome eingebracht sind)  der
Summe  der  Diffusionen  des  Ausgangskristalls  und  des  hinzugefügten  Schwermetallatoms
beträgt. Da die Elektronen des schweren Atoms in einer relativ kleinen Sphäre konzentriert
sind, ist ihre Diffusion in Phase, und ihr Beitrag produziert messbare Intensitätsänderungen
im   Beugungsmuster.   Nur   wenn   das   schwere   Atom   keine   Veränderungen   an   der
Proteinposition   im  Kristall  verursacht,   ist  die   Lösung  des  Phasenproblems  auf  diese  Art
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Atoms  die   gleiche  wie  bei  dem   schweren  Atom   ist,  das  durch  den   isomorphen  Ersatz
eingefügt   wurde[210].   Die   Methode   des   isomorphen   Ersatzes   führt   zu   einer
Doppeldeutigkeit der Phase, da diese zu der Phase der anomalen Dispersion senkrecht ist,
was  zu  einer  Phasendetermination   führt.  Dies,  macht  man   sich  bei  dieser  Methode  zur
Lösung  des  Phasenproblems  zunutze.  Bei  der  MIRAS  Methode  werden  mehrere  schwere
Atome  benutzt,  analog  zu  der  MIR‐Methode,  die  auch  zur  anomalen  Dispersion  benutzt
werden können.
 ii.d) MR – molecular replacement
Bei   dem  molekularem   Ersatz   (MR)[211‐212]    verwendet  man   die   Daten   von   bereits
bekannten Strukturen, die eine hohe Ähnlichkeit mit der erwarteten Struktur aufweisen (z.B
bei homologen Proteinen, Mutanten, Protein‐Inhibitor‐Komplexen usw.). Durch Lösung  der
Rotations‐   und   Translationsfunktion   können   die   ähnlichen   Bereiche   als   Basis   für   die
Modellierung der neuen Elektronendichteverteilung dienen. Die Methode ist fehleranfälliger,
da  das  Startmodell  ohne  experimentelle  Phaseninformationen  aufgebaut  wird.  Für  diese
Methode wurde das Program PHASER[213] benutzt.
 4.7 Bioinformatische Methoden
Für die  Auswertung der erstellten Alignments wurde eigens  durch das  rapid prototyping –
Verfahren   in   der   Scriptsprache   Pyhton   ein   Programm   (für   den   Code   siehe   Anhang)
entwickelt,   um   die  Analyse   von   vielen   Sequenzen   bewerkstelligen   zu   können.   Für   die
korrekte Ausführung  werden  zusätzlich  Numerical‐ (NumPy) und  Scientific‐ (SciPy)  Python‐
Biobliotheken   benötigt.   Dabei   wird   das   Alignment   im  fasta‐Dateiformat   als   Input






einer  Mittleren   Länge   über   allen   Sequenzen   (x),   deren   Standardabweichung   (σ),   der
Verteilung  der  Aminosäuren  für  alle  Sequenzen  (0,  sehe  Anhang)  sowie  für   jede  einzelne




die  Sequenzen  der  verschiedenen  NRPS‐Systeme  anhand  entsprechender  Kriterien   in  den
Datenbanken Norine[80‐81] und Pubmed gesammelt und anschliessend am  T‐Coffee[214]‐
bzw.  clustalW[215]‐Server  ausgerichtet.   Zusätzlich   wurden   Strukturmodell‐unterstützte
Verfahren   am  3D‐Coffee[216]‐   und  Expresso[217]‐Server   benutzt,   um   die   Alignment‐




 N= 1N∑i=1N  xi−x 2 .
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5 Ergebnisse
Diese  Arbeit  beschäftigt   sich  mit  der   strukturellen  Aufklärung  nichtribosomaler  Peptid‐
synthetasen.  Wie  bereits   in  der  Aufgabenstellung  dargestellt,  wurde  die  Arretierung  der
dynamischen  PCP‐Domäne  als  Ausgangspunkt   für  diesen  Ansatz   gewählt.  Um  die  noch
ungeklärten Stationen der NRPS‐Synthese untersuchen zu können, sind Informationen über
die  gobale   Struktur  und  Organisation  der  NRPS‐Systeme  notwendig.  Um  diese  Aufgabe
bewältigen zu können ist die Wahl verschiedener Zielproteine und Untersuchungsmethoden
von  großer  Bedeutung.  Der  Fokus  dieser  Arbeit   liegt   in  der  Untersuchung  unimodularer
NRPS‐Systeme   mittels   kristallographischer  Methoden.   Desweiteren   steht   die   Analyse
verschiedener Konformationen während der Naturstoffsynthese, die durch die Variation des
PCP‐Beladungszustands   ereicht   wird,   sowie   die   Analyse   der   globalen   Struktur
multimodularer NRPS‐Systeme durch Kleinwinkelstreuung (SAXS) und Cryo‐Elektronenmikro‐
skopie   (CryoEM)   ebenfalls   im  Mittelpunkt  der  Untersuchungen.  Die  Variation  des  PCP‐
Beladungszustands   wurde   nach   einem   tryptischen   Verdau   mittels   massenchromato‐
graphischer Methoden verfolgt und erst bei einer einheitlichen Population weiter eingesetzt.
 5.1 Kristallisation unimodularer NRPS






kommerziell  erhältlichen  Bedingungen  und  bei  unterschiedlichen  Konzentrationen  auf   ihre
Kristallisationsfähigkeit getestet. Die so erstellten Kristallisationsplatten wurden bei 4° C oder
18° C   inkubiert   und   in   regelmäßigen  Abständen   kontrolliert.  Die   erhaltenen   Ergebnisse
wurden dokumentiert und unter der Verwendung der AXS FR591 Drehanode (Bruker) nach
ihren  Streuverhalten  klassifiziert.  Als  Proteinkristall   identifizierte  Kristalle  wurden   zwecks





Für  die  Herstellung  des   rekombinanten  Proteins  SrfAC‐S1003A   im  präparativen  Maßstab
wurde der E. coli BL21 (DE3) ‐ pTrcHis2‐SrfAC‐S1003A Stamm im LB‐Medium exprimiert. Zur
Herstellung  Selenomethionin‐markierter  Proteinkristalle  wurde  der  SrfAC‐S1003A  tragende
Stamm   im  Minimalmedium  M9  unter  Zugabe   von
Selenomethionin   exprimiert.  Die   Expression   ergab
eine Ausbeute unter nativen Bedingungen bis 20 mg
Protein  pro  Liter  Kultur,   im  Minimalmedium  betrug
die  Ausbeute  5  mg  pro  Liter  Kultur   (Abb. 26).  Die
erste  massenspektrometrischen  Untersuchung   der
Inkorporation von Selenomethionin in dem heterolog
produziertem  SrfAC‐S1003A  ergab  eine  Besetzungs‐
zahl   von   bis   zu   83%[219]  für   die   verschiedenen
Reste.  Die  Unterdrückung   der   Expression   vor   der
Zugabe   der   Selenomethionin‐Lösung   durch   die
Addition   von  Glukose   sollte  die  Besetzungszahl   in
dem   optimalen   Bereich   halten.   Durch   die   CD‐
Spektroskopie   konnte   die   korrekte   und
übereinstimmende   Faltung
des  nativen   SrfAC   als   auch





durch   den   ATP/PPi‐Aus‐
tausch  zeigte,  dass  alle  drei
untersuchten   Proteine   (WT
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sowie  die  native  und  Selenomethionin  markierte  S1003A‐Variante)  die  korrespondierende
Aminosäure  Leucin  aktivieren   (Abb. 27).  Da  Kristallwachstum  nur  bei   frisch  hergestelltem
Protein   zu   beobachten  war,  wurde   ein   Teil   kurz   vor   dem   Reaktionsstart   im   flüssigem
Stickstoff   eingefroren.  Die   eingefrorenen   Proben   zeigten   eine   deutliche   Abnahme   der
Aktivität, die durch den Niedrigsalz‐Puffer (10 mM HEPES pH 7.0, 100 mM NaCl) nur einen
sehr  geringen  Cryo‐Schutz  erfahren.  Für  die  Reproduktion  und  Optimierung  der  Kristalle
wurden deshalb stets frisch hergestellte Proteinproben verwendet.
 5.1.2 Kristallisation und Datensammlung von SrfAC S1003A
Die  ersten  Kristallisationsversuche  wurden  mit  heterolog  produziertem  SrfAC‐S1003A  und
einer Konzentration von 15 mg/mL, 15 mg/mL mit 5% Glycerol und 7.5 mg/mL durchgeführt.
Die resultierenden Kristalle wurden ihrem Streuverhalten entsprechend klassifiziert (Tab. 13)
[219].  Die   Kristalle   (Abb. 28)  wurden   unter   anderem   an   der   ESRF  Beamline   ID14‐2   in
Grenoble   durch   zwei   um   90°   versetzte   Aufnahmen   auf   ihr   Streuverhalten   getestet
(Projektbezeichnung  MX659).  Alle   Kristalle,   die   proteintypisches   Streuverhalten   zeigten,
wurden   in   Tabelle 13  aufgelistet.  Die   so   erhaltenen  Daten  wurden   automatisch   einer
Indizierung  unterzogen,  wobei  die  Raumgruppe,  die  Zellparameter  sowie  die  theoretische
Auflösung  festgestellt  wurden.  Sofern
die Kristalle eine zu geringe Auflösung
(> 3.0 Å),  hohe  Mosaizität   (> 1.2°),  zu
schwache   Streuintensität   (I/σ < 2.0)
oder   weiche   (verschmierte)   Reflexe
zeigten,   war   eine   automatische
Indizierung   nicht   möglich   (Tab. 13‐
k.I.).   Das   Kristallwachstum   wurde
vermehrt   in  den  PEG  8000  und  PEG
4000 enthaltenden Bedingungen  fest‐
gestellt, wobei sich der pufferbedingte
pH‐Wert   zwischen   5.5   und   8.5
bewegte.   Auch   eine   Präferenz   für
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zu   dendritisch‐verzweigten,   unregelmäßig   gewachsenen   Kristallen   führten.   Aus   diesen
Gründen  wurde  neben  der  Reproduktion  der  Kristalle  auch  die  Optimierung  der  Krista‐
llisationsbedingungen vorgenommen (Tab. 13). 
Bei  der  Optimierung  wurde  die  Konzentration  der  Präzipitantien  zwischen  6  und  35%  von
PEG  2000,  4000,  8000   sowie  10000,  mit  wechselnden  Pufferreagenzien  wie  TRIS,  MES,
HEPES, Citrat und Cacodylat und verschiedenen pH‐Werten von 5.5 bis 8.5 variiert. Zusätzlich
wurden  parallel  zu  den  Optimierungsbedingungen  mit  Puffer  und  Präzipans  verschiedene
Mg2+‐, Cd2+‐, Mn2+‐ bzw. Co2+‐Salze hinzugesetzt. Das beste Streuverhalten zeigten die Kristalle
aus  den  Bedingungen  1,  9,  13  und  14   (Tab. 13).  Die  Kristalle  von  nativem  SrfAC‐S1003A
(15 mg/mL;  Nr. 9 Tab. 13) wurden in Cryopuffer (5%(w/v) PEG 2000, 0.05 M HEPES pH 7.5,
0.1 M   MgCl2,  30%   Glycerol)   schockgefroren,   anschließend   wurde  ein   Datensatz
aufgenommen   (DSn,  Tab. 13).  Die  Kristalle  des  Selenomethionin  markierten  SrfAC‐S1003A
zeigten unter veränderten Bedingungen (12 mg/mL; Nr. 13 Tab. 13) des Reproduktions‐ und
Optimierungsscreens   mit   dem   Adenylierungs‐Additiv   (3 µM   ATP,   Mg2+  und   Leucin),
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Tabelle 13: SrfAC S1003A Kristallisationswachstumsbedingungen.
Nr. Präzipitanz Puffer pH Salz t Res. Rep.
1 30% PEG 4000 0,1M TRIS 8,5 35 2.9 Å k.I.
2 10% PEG 8000 0,1 M HEPES 7,5 ‐ 5 DA 4.5 Å 3.0 Å
3 20% PEG 8000 0,1 M Na‐Cacodylat 6,5 11 k.I. k.I.
4 10% PEG 8000 0,1 M Na‐Cacodylat 6,5 5 k.I. k.I.
5 15% PEG 8000 0,1 M Na‐Cacodylat 6,5 0,2 M NaOAc 28 k.I. k.I.
6 8% PEG 10000 0,1 M Na‐Citrat 5,6 28 4.3 Å k.I.
7 15% PEG 4000 0,1 M Na‐Citrat 5,6 28 k.I. k.I.
8 15% PEG 4000 0,1 M TRIS 8,5 18 k.I. k.I.
9 15% PEG 2000 0,05 M HEPES 7,5 35 DSn 2,6 Å 2,76 Å
10 15% PEG 4000 0,01 M TRIS 7,5 0,1 M LiCl 35 k.I. k.I.
11 12% PEG 4000 0,1 M Na‐Citrat 5,5 35 k.I. k.I.
12 12% PEG 4000 0,1 M MES 6,5 18 k.I. k.I.
13 12% PEG 4000 0,1 M HEPES 7,5 5 k.I. DSs 2.8 Å
14 12% PEG 4000 0,1 M TRIS 8,5 18 k.I. 3.1 Å
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schockgefroren im Cryopuffer (12% (w/v) PEG 4000, 0.1 M HEPES pH 7.5, 0.1 M MgCl2, 0.1 M





Die   gesammelten  Daten  wurden   indiziert   und  mit   XDS[203]  und   XSCALE[204]  in   der
Raumgruppe  P21 mit  den  Zellparametern  a = 83.11,  b = 106.56,  c = 92.40  und  β = 97.353°
integriert (Tab. 14). 
Mittels des Matthews‐Koeffizienten (2.87 Å3/Da) wurde ein Solvensgehalt von 58.2% für ein
Molekül   pro  ASU  (asymmetric   unit)   berechnet.  Für   die   Modellkonstruktion   und
Strukturlösung  wurde  das  Programm  PHASER[213]  benutzt.  Die  Strukturdaten  von  PheA





Datensatz Zellparameter Auflösung Mehrfach (einmalig) Vollständigkeit(Wellenlänge in Å) (Å) (Å) gemessene Reflexe
nativ (0.9330)  a=83.11, b=106.56,   82.5‐2.60 98719 (45564)  3.8 (48.2)  12.9 (2.0)  79.2  0.931 (0.679)c=92.40, β=97.353°
SeMet λ1  (0.9794)  a=83.36, b=106.91,   46.0‐2.80 267578 (39838) 3.6 (38.9) 24.2 (5.3) 105.3 0.999 (1.000)c=92.74, β=97.115°
SeMet λ2  (0.9792)  a=83.36, b=106.91,  46.0‐3.10 197105 (29430) 8.3 (57.8) 15.3 (3.5) 58.1  0.999 (1.000)c=92.74, β=97.115°
























satz   identifiziert  und  das  erste   SrfAC‐S1003A‐Modell,  das  1179  der   1274  Aminosäuren
beinhaltet, konstruiert werden (Tab. 14). Die resultierende Elektronendichte wurde durch das
Programm  DM[220]  (density   modification)   strukturlösungsunabhängig   optimiert.   Das
Strukturmodell  wurde  anschließend  durch  REFMAC5[221]  und  COOT[222]  verfeinert,  die
Werte für Rwork/Rfree konvergierten bei 21.3%/27.2%. Die Polypeptidkette zeigt einen durch‐
schnittlichen  B‐Faktor  (Temperaturausdehnungskoeffizient)  von  69.3 Å2,  wobei  der  Wert   in
zwei Regionen erhöht (>90 Å2) war (Abb. 29A). 
Den höchsten Wert zeigte die  Bridge‐Region der Kondensationsdomäne (βC11‐αC11‐αC12),
vergleichbar  mit  TycC6[121] und  VibH[117],  gefolgt  vom  P‐Loop  der  Adenylierungsdomäne
(βA7‐βA8),  der   in  den  Strukturen  anderer  Mitglieder  der  ANL‐Familie   in  der  offenen  oder
Adenylierungs‐Konformationen   sowie  bei  PheA[104],  keine   feststellbare  Elektronendichte
zeigt.  Das  Ramachandran‐Diagramm  (Abb. 29B)  zeigt  eine  Verteilung der Diederwinkel  von
gesamt   1128   Resten   (ohne   Glycin‐   und   Prolin‐Reste),   961   Reste   (85.2%)   in   der
meistbevorzugten  Region,  142  Reste  (12.6%)   in  zusätzlich  erlaubten  Region  und  14  Reste
(1.2%)  in dem Randgebiet.  Nur 11  Reste (1.0%)  lagen in der nichterlaubten Region, wobei
diese   in  der  sehr  schlecht  definierten  Lid‐Region  der  TE‐Domäne   lagen.  Die  Analyse  der
82
E R G E B N I S S E
Ramachandran‐Diagramms wurde durch das Programm PROCHECK[223] durchgeführt.
 5.2 Das SrfAC‐S1003A‐Strukturmodell
Kristalle  wurden  nur   von  der   SrfAC‐S1003A‐Variante,   bei  der  die,   für  die  Bindung  der
prosthetischen  Gruppe  (PPant‐Arm)  verantwortliche  Aminosäure  Serin  zu  Alanin  geändert





(ausgenommen  mehrere  ungeordneter  Loop‐Regionen  mit  undefinierter  Elektronendichte)
einen  zusätzlichen  C‐terminalen  Bereich   (Threonin1269  bis  Glutaminsäure1290)  der  aus  dem
myc‐Epitop  sowie  dem  His6‐Tag  zusammengesetzt   ist.  Das  Strukturmodell  beschreibt  1179
von 1274 Aminosäuren, alle vier Domänen sind durch die Elektronendichte beschrieben. 
 5.2.1 Katalytische und dynamische Domänen
Das   Terminationsmodul   SrfAC   des   Surfactin  Biosyntheseclusters   (Abb. 31A)   aus  Bacillus
subtilis ATCC  21332  (144  kDa;  vier  Domänen  [C‐A‐PCP‐TE];  1274  Aminosäuren)  katalysiert
sowohl den Einbau von  L‐Leucin in den Heptapeptid‐Vorläufer als auch dessen Zyklisierung
(Abb. 31B).  Das   Surfactin  Biosynthesecluster   ist   in  drei   Synthetasen  organisiert:  die   tri‐
modulare   Initiationsreaktion   katalysierende   Synthetase   SrfAA[77],   die   trimodulare
Elongationssynthetase SrfAB und  die  unimodulare  terminale  Synthetase  SrfAC.  Die globale
Struktur  kann   in  drei   räumlich  voneinander  unabhägige  Bereiche  unterteilt  werden:  das
Elongationsmodul, mit der interagierenden C‐, A‐, und PCP‐Domäne, die TE‐Domäne und die
C‐terminale  Tag‐Helix,   bestehend   aus  myc‐Epitop   und  His6‐tag   (Abb. 31C).  Die   für   die
Zyklisierung   und   die   anschließende   Freisetzung   des   β‐Hydroxy‐Fettsäure‐Heptapeptids




C‐A‐PCP,  das  Rückgrat  eines  Elongationsmoduls.  Das  Elongationsmodul   ist   in  den  Typ A
(linear)   und   Typ B   (iterativ)   NRPS‐Systemen   für   die   Aktivierung   und   den   Einbau
korrespondierender  Aminosäure   in  den  wachsenden  Peptidvorläufer  verantwortlich.    Das
Hauptgerüst dieser katalytischen Plattform bilden die  Kondensationsdomäne  und  der Kern
der  Adenylierungsdomäne   (Acore),  die  zusammen  83%  der  Gesamtmasse  ausmachen   (118
kDa). Auf der Oberfläche dieser katalytischen Plattform agieren zwei kleinere Domänen, die
80  Aminosäuren  große  PCP‐Domäne   (Asparagin971  –  Glycin1041)  und  die  94  Aminosäuren
große Asub‐Domäne (Asparaginsäure861 – Prolin955). 
84




E R G E B N I S S E
Die  aktiven  Zentren  der  C‐  und  der  A‐Domäne  sind  63 Å  voneinander  entfernt,  markiert
durch  das  Histidin147  (C3‐Motiv)  und  das  durch  die  A‐Domäne  gebundene  Leucin.  Die  das
Alanin1003 umspannende  Sphäre,  mit  einem  20 Å   langen  Radius,  steht  für  die  theoretische
Reichweite der prosthetischen Gruppe (Abb. 31D). Die große Distanz zwischen den einzelnen
katalytisch relevanten Zentren kann die dynamisch agierende PCP‐Domäne jedoch nur nach
großen  Konformationsänderungen  überbrücken.  Die  katalytische  Plattform,  bestehend  aus
der   starren  C‐  und  Acore‐Domäne,   auf   denen  die  dynamischen  PCP‐  und  Asub‐Domänen
agieren, wurde als Workbench definiert. 
Die  Kennzeichnung  der  einzelnen  Domänen   in  den  Abbildungen  erfolgt  nach  dem  NRPS‐
Code, bei dem die C‐Domäne in grau, die Acore‐Domäne in rot, die Asub‐Domäne in braun, die





Interaktion  der  N‐terminalen  (Methionin1 –  Glutamin193)  und  der  C‐terminalen  (Asparagin‐
säure194  –  Asparagin431)  Subdomäne.  Beide  Subdomänen  zeigen  eine  CAT  ähnliche  Faltung
(Chloramphenicol‐Acetyltransferase;  pdb:  3CLA)  und  sind  über  ein  flexibles  Gelenk  (hinge)
am  Lysin192  in  einer  V‐Form  zueinander  angeordnet.  Zwischen  den  Subdomänen  sind  drei
Regionen definiert: Hinge‐ und Bridge‐Region sowie der Floor‐Loop (Abb. 33A). Während die
Hinge‐Region  die  Grenze  zwischen  den  beiden  Subdomänen  definiert,  bilden  die  Bridge‐
Region  und  der  Floor‐Loop  die  Reaktionskammer  um  Histidin147.  Dabei   zeigt  die  Bridge‐
Region die höchsten b‐Faktoren, nicht nur in der C‐Domäne, sondern in der gesamten SrfAC‐
Struktur   (Abb. 33A).  Als  erstes  Struktumodell  einer  DC L‐Domäne,  die  die  Kondensations‐
reaktion  zwischen  einer  D‐Aminosäure  von  der  Donor‐Seite  mit  der  L‐Aminosäure  von  der
Akzeptor‐Seite katalysiert zeigt die SrfAC  DC L‐Domäne die gleiche Faltung wie die TycC6‐DC L‐
Domäne   oder   die   alleinstehende   VibH,   die   die   Kondensationsreaktion   zwischen   PCP‐







(Donor‐Seite),  die  C‐terminale  α6‐Helix  nimmt   jedoch  eine  abweichende  Orientierung  an
(Abb. 33C, magenta). 
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Analog   zu   Sfp   (Pseudodimer)   und  AcpS   (Trimer)   bildet   das   CAT‐Trimer   (Abb. 33A)   die
katalytisch  aktive  Furche  zwischen  den  Monomeren  aus,  während  bei  der  Kondensations‐
domäne   die   Furche   zwischen   den   zwei   als   Pseudodimer   angeordneten  Untereinheiten
entsteht.  Während   der  Floor‐Loop   auch   in   den   verwandten   CAT‐Systeme   strukturell
konserviert   ist,   zeigen   sich   im  Vergleich  mit  der  Bridge‐Region   starke  Unterschiede.   Im
Vergleich  zu  der  Chloramphenicol‐  Acetyltransferase  zeigt  die  Kondensationsdomäne  auch
einzigartige  Strukturelemente  wie  die  Hinge‐Region  (Abb. 33C  blau),  die  zwischen  dem  N‐
und C‐terminalem Bereich lokalisiert ist und die Bridge‐Region, die den Boden der Reaktions‐
furche  definiert.   Im  Strukturvergleich  mit  anderen  C‐Domänen  wie  VibH  (pdb:  1L5A)[117]
und TycC6 (pdb: 2JGP)[121] sind diese einzigartigen Bereiche in allen drei Strukturen definiert
(Abb. 33B).  Auch  wenn   die   Faltung   der  C‐Domänen   identisch   scheint,   zeigen   die   zwei
Subdomänen eine veränderte Neigung in Relation zu einander. Zu der C‐Domäne aus SrfAC
(pdb: 2VSQ) als Bezugspunkt zeigt die TycC6 C‐Domäne eine Neigung von 8° und VibH eine
Neigung  von  19°  (Abb. 33D).  Diese  abweichende  Neigung  kann   im  zu  bindenden  Substrat
oder  in Domäneninteraktionen begründet  sein.  Die Faltung  der C‐Domäne  ermöglicht den
Zugang  der  PPant‐gebundenen  Substrate  durch  die  Akzeptor‐  bzw.  Donor‐Seite,  wobei   im
SrfAC‐Strukturmodell nur die Akzeptor‐Seite durch die PCP‐Domäne besetzt ist. 
 ii.)  Adenylierungsdomäne
Auch  wenn  die  zu  der  ANL‐Familie  zugehörigen  NRPS‐A‐Domänen  die  artgleiche  Reaktion
katalysieren  wie  die   tRNA‐Synthetasen,  wobei   zuerst  die  korrespondierende  Aminosäure
aktiviert und anschließend auf die entsprechende Carrier‐Domäne übertragen wird, zeigen
sie  weder  evolutionäre  noch   strukturelle  Verwandtschaft[224].  Alle  Mitglieder  der  ANL‐
Familie teilen eine charakteristische Faltung. Diese kann in zwei Subdomänen, die Acore‐ und
Asub‐Domäne unterteilt werden, wobei die Asub‐Domäne während der Adenylierungsreaktion
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Subtratbindung verantwortlichen Reste komplexiert wird. Der zwischen den Core‐Motiven A4
und A5 liegende Bereich, der für die spezifische Subtratbindung kodiert, zeigt im Vergleich zu
den   Leucin   aktivierenden   A‐Domänen   der   Surfactin‐Synthetasen   keine   vollständige
Übereinstimmung,   jedoch  bestehen  alle  Reste  aus  unpolaren  Aminosäuren   (Abb. 34).  Die
Aminogruppe  des  gebundenen  Leucins  wechselwirkt  mit  der  3.3 Å  entfernten  Seitenkette
des   hochkonservierten   Asparaginsäure659  und   mit   der   ebenfalls   3.3 Å   entfernten
Aminogruppe des Alanin660, beide Reste gehören zu dem Core‐Motiv A4.  Die Carboxylgruppe
des gebundenen Leucins interagiert mit der 2.8 Å entfernten Carboxylgruppe des Glycin728,
das  während  der  Adenylierung  wichtige   Lysin948  ist  über  15 Å  vom   gebundenen   Leucin
entfernt.  Die  unpolare  Seitenkette  des  Leucins  wird  durch  das  Subtratbindungsmotiv  (F663,
F702,   L726,   C752,  V760  und   F761;   Tabelle   Abb. 34)   komplexiert.   Dabei   bilden   die   unpolare




(PPant‐Arm)   zu   tragen  und   ist  daher   in  der  AH‐Konformation  arretiert[111].   In  der  AH‐
Konformation  zeigt  die  PCP‐Domäne   ihre   intramodularen   Interaktionen[121,  125].  Kristall‐
wachstum mit dem Wildtyp in der Apo‐ oder Holo‐Form, mit Thio‐, bzw. Amino‐CoA sowie
deren Derivaten beladen, konnte nicht beobachtet werden. Die C‐terminale TE‐Domäne zeigt
für  mehrere  Loop‐Bereiche   der  Lid‐Region   (Leucin1156  bis   Threonin1160,  Asparagin1175  bis
Glutamat1181 und Isoleucin1202 bis Glutamin1206) keine Elektronendichte (Abb. 35). Im Vergleich
zu der offenen Konformation der alleinstehenden SrfAC‐TE‐Domäne (pdb: 1JMK‐O) zeigt die
TE‐Domäne   (pdb:   2VSQ)   einen   RMSD‐Wert   von   0.72 Å   für   201   Cα‐Positionen,   zu   der










Das   in  vier  Domänen  organisierte  SrfAC  zeigt  sowohl  sequenzbedingte  Wechselwirkungen
mittels  der   Linker‐Regionen  als  auch  über  die  durch  die  Domänen  ausgebildeten  Ober‐
flächen.  Zwischen  den  vier  struktur‐  und  sequenzdefinierten  Domänen  befinden  sich  drei
Linkerbereiche   (Abb. 36).  Der   Linker   zwischen  der  C‐  und  Acore‐Domäne  kann   in  N‐  und
C‐terminalen Bereich unterteilt werden, die durch ihre orthogonale Orientierung zueinander
seine   L‐förmige   Konformation   ausbilden.   Der   N‐terminale  Loop‐Bereich   (Pro431 ‐ Arg445)
stabilisiert  die   Interaktion  zwischen  diesen  beiden  angrenzenden  Domänen,  während  der
helikale   C‐terminale   Bereich   (Glu446 ‐ Pro465)   starke   Interaktionen  mit   der   Acore‐Domäne
aufweist   (Abb. 36A).  Die  breite   Interaktionsfläche  zwischen  der  C‐  und  der  Acore‐Domäne,
sowie   die   enge   Interaktion  mit   dem   C‐A‐Linker   definieren   den   starren   Bereich   der
Workbench.   Im  Gegensatz  zu  dem  C‐A‐Linker   lassen  sich  für  den  15  Aminosäuren   langen
Linker (Pro955 ‐ Arg970) zwischen der Asub‐ und der PCP‐Domäne (Abb. 36B) keine Kontakte mit
der   katalytischen   Plattform   feststellen,   der   Linkerbereich   zeigt   jedoch   eine   definierte
Elektronendichte.  Der   nur   9  Aminosäuren   lange   Linker   zwischen  PCP‐  und   TE‐Domäne
(Gly1041 ‐ Val1050) trennt diese beiden Domänen, die sonst keine weiteren Kontakte aufweisen
(Abb. 36C).   Im   Vergleich   zeigen   die   Linker‐Regionen   in   dem   SrfAC‐Strukturmodell
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der  A‐Domäne  die  sterische  Kontrolle  über  die  Bewegung  der  PCP‐Domäne  entlang  der
Akzeptor‐Seite   der   C‐Domäne   übernimmt.   Sofern   die   PCP‐Domäne   aufgrund   fehlender
Beladung in ihrer Affinität zu der Akzeptor‐Seite der C‐oder der TE‐ Domäne nachlässt, wird
eine Reorganisation der Asub‐ und PCP‐Domäne und die damit einhergehende Adenylierung
einer   neuen   Aminosäure   eingeleitet.  Neben   der   Interaktion   über   die   Linker‐Regionen
wechselwirken die Domänen auch mittels ihrer Oberflächen. 
Die  einzelnen  Aminosäuren  auf  der  Oberfläche  der   jeweiligen  Domäne  sowie   ihre   Inter‐
aktionspartner   sind   in   folgendem   Diagramm,   erstellt   durch   den  CMA‐Webserver[226]
(contact  map   analysis),   dargestellt,   dabei   ist   die   Interaktionsfläche   entsprechend   ihrer
Ausdehnung farblich markiert (Abb. 37). Für die Interaktion wichtige Aminosäuren können so
anhand der großen Interaktionsfläche (Farbe) und vertikalen bzw. horizontalen Ausdehnung
entlang  der  Reihen  bzw.  Zeilen   identifiziert  werden.  Das  C‐A‐Interface  zeichnet  sich  durch
eine Vielzahl an Interaktionen aus, die eine 1621 Å2 umfassende Fläche vom Lösungsmittel‐
zugang abschirmen (Abb. 37A). Die zentrale Rolle für die Interaktion zwischen der C‐ und der
Acore‐Domäne,   sowie  mit  dem  C‐A‐Linker  übernimmt  der   zwischen  den  βA16  und  βA17
befindliche Loop (Lys791 bis Gly804). Dieser befindet sich unmittelbar vor dem Core‐Motiv A6
(Gly804 bis Val818) und interagiert mit der C‐terminalen  α‐Helix  αC13 (Arg416 und Gln420) sowie
mit  dem  zwischen  αC8  und  βC9   liegenden  Loop   (Leu265  bis  Ser272).  Einzelne  Aminosäuren
zwischen dem Core‐Motiv A7 (Tyr840 und Leu845) und A8 (Gly858 und Lys878) flankieren das C‐A‐
Interface   (Abb. 38A).  Durch  diese   starken  und  zahlreichen   Interaktionen  wird  eine   Inter‐
aktionsfläche  ausgebildet,  die  während  des  Katalysezyklus  bestehen  bleibt  und  vermuten
lässt, dass die Workbench in Lösung aufrecht erhalten werden kann.
Eine  weitere   Reihe   an  Wechselwirkungen   entsteht   zwischen   der   C‐   und   Asub‐Domäne
(Abb. 37A). Dabei interagieren die Reste aus dem β‐Loop (Abb. ) des Core‐Motiv A8 (Lys865 bis
Arg870; βA22‐βA23) sowie aus dem Loop βA24‐βA25 (Arg895 bis Ala901) mit dem Loop αC6‐βC8
des   C‐terminalen   Bereichs   der   C‐Domäne   (Glu207  bis   Thr213;   Abb. 38B).  Da   der   β‐Loop
während  des  Katalysezyklus  eine  gravierende  Orientierungsänderung  beschreibt,  können
diese Interaktionen nicht durchgehend aufrecht erhalten werden. Obwohl die Asub‐Domäne
während  des  Katalysezyklus  diese  signifikante  Orientierungsänderung  vollzieht,  bleibt   sie
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aufgrund  des  nur  vier  Aminosäuren   langen  Scharniers  (Core‐Motiv  A8)  eng  mit  der  Work‐
bench  (Acore‐Domäne)  verbunden.  Die  Holo‐PCP‐Domäne  dagegen  muss   in   ihrem  Katalyse‐
zyklus zwischen drei relevanten, ortsunabhängigen Orientierungen variieren. 




C‐Domäne  um  die  vorangehenden  Elongationsprodukte  erweitert.  Das   für  diesen  Schritt
katalytisch  verantwortliche  His147,   im  N‐terminalen  Bereich  der  C‐Domäne   lokalisiert,   ist
Bestandteil des Core‐Motivs C3 und befindet sich in der Reichweite des PPant‐Arms (16.4 Å;
Abb. 38C). 
In   der   dritten   Orientierung   wird   das   lineare   Elongationsprodukt,   das   als   Thioester‐
Intermediat  am  PPant‐Arm  gebunden   ist,  auf  das  durch  die  katalytische  Triade   (Ser1120 ‐
Asp1147 ‐ His1247)   deprotonierte,   43.5 Å   von   Alanin1003  entfernte   Serin1120  als   Oxoester‐
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Helix   und   schirmen   so   eine   975 Å2  umfassende   Fläche   vom   Lösungsmittelzugang   ab
(Abb. 37B). Wie bereits bei EntB‐ArCP  (aryl carrier protein) für die Interaktion mit EntF aus













entlang  der  X,Z‐Ebene  des  Kristallgitters   (Abb. 39A)  einzelne  Glieder  einer   langen  Kette.
Durch   Sequenzvergleiche   konnte   bereits   gezeigt   werden,   dass   die   nichtribosomalen




folgenden  C‐Domäne,  anschließend  erfolgt  die  Elongationsreaktion.   Im  Gegensatz  zu  der




Dabei  wechselwirken  die  hydrophoben  Reste  der   zentralen  Bodenfläche  der  COM‐Hand




Zusätzlich   werden   die   Interaktionen   durch   die   seitlichen   polaren  Wechselwirkungen
zwischen COM‐Helix (Ser1275, Lys1276 und Glu1284) und COM‐Hand (Ser2, Glu73, Lys74 und Lys76)
erweitert. Die elektrostatischen Oberflächenrepräsentationen  der COM‐Hand wurden nach








korrespondierenden   Synthetasen[231].   Ein   Sequenzvergleich   des   COM‐Helix‐Motivs  mit
SrfAB zeigt eine hohe Homologie für die der COM‐Hand zugewandten Seite (Abb. 39D)[155].
Im   Experiment   konnte   die  Bildung  des  D‐Phe‐L‐Leu‐Dipeptids  durch  die  Kreuzkupplung
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(cross‐talk)   zwischen  TycA   (1088  Aminosäuren,  123 kDa)  und  SrfAC   (1274  Aminosäuren,
144 kDa) nachgewiesen werden (Abb. 40). 
Nach   Inhibition  der  TE‐Domäne  durch  den  Protease‐Inhibitor  Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)  konnte  keine  Produktbildung  beobachtet  werden,  das  Dipeptid  wurde  nicht  durch
hydrolytische  sondern durch die  katalytische  Abspaltung  durch die  TE‐Domäne  freigesetzt.
Neben   dem  DL‐Hauptprodukt   (D‐Phe‐L‐Leu)   konnte   ebenfalls   das   entsprechende  LL‐Dia‐
stereomer   (L‐Phe‐L‐Leu)   durch  Vergleichsmessungen  mit   Standards   in   geringen  Mengen
identifiziert werden[155]. Bereits eine Deletion der drei C‐terminalen Aminosäuren aus dem
COM‐Helix‐Bereich von  TycA führt  zum  Verlust  der Fähigkeit  der   intermodularen  Wechsel‐
wirkung.  Dies  deutet  auf  die  essentielle  Rolle  des  COM‐Helix‐COM‐Hand‐Motivs   für  die
Aminosäure‐ bzw. Peptidylübertragung zwischen den interagierenden Synthetasen hin[133]. 
Um  die  COM‐Helix‐COM‐Hand‐Interaktion  zu  untersuchen,  wurden  den   Interaktionsassays
die   in  der   Sequenz  mit   der   korrespondierendem  COM‐Helix‐Motiv   identischen   Peptide
(COM‐Peptide)   zugegeben.   Durch   die   Zugabe   der   COM‐Peptide   (Tab. 15)   sollte   der
Interaktionspartner der COM‐Helix, die COM‐Hand, besetzt werden, um so allosterisch eine
Interaktion  zwischen  TycA  und  SrfAC  zu   inhibieren.  Erste  Messungen  mit  dem  myc‐Peptid
zeigten nur eine geringe Inhibition. 
Aufgrund  der  Unlöslichkeit  der  COM‐Peptide   in  wässrigen  Lösungen  und  dem  Aktivitäts‐
verlust  bei  höherer  Dimethylsulfoxid‐Zugabe   (DMSO)   ist  eine  quantitative  Aussage  nicht
möglich,  es   lassen   sich   jedoch  Tendenzen   feststellen.  Die  aktive  helikale  Form   ist  unter
anderem  von  der   Länge  des  COM‐Peptides  abhängig,  da  nach  Berechnungen   (umbrella
sampling) besonders der C‐terminale Bereich bei Raumtemperatur nicht die α‐helikale Form
bevorzugt[232‐234]. 
Dabei   können,   abhängig   von   der   Ladung   des   Peptides,   sowie   der   sequenzbedingten




Name myc (15AA) Inverse myc SrfAB (15AA) TycA (23AA)




beste  Vorhersage[235].  Experimentelle  Untersuchungen  mit  dem  TycA‐COM‐Peptid  zeigen




auf  44%   sinken   lässt,   zeigen  die  Messungen  bei  5%‐iger  DMSO‐Konzentration,  dass  der
Einfluß des Peptids durchaus signifikant ist. Die Zugabe der anderen COM‐Peptide, sowohl
des  nativen   Interaktionspartners  aus  SrfAB  als  auch  eines  nicht   zu  helikalen  Strukturen
neigendem   Kontroll‐Peptides   mit   der   inversen  myc‐Sequenz,   zeigen   bei   diesen
Konzentrationen  keinen  Einfluß  auf  die  Dipeptid‐Produktion.  Die  Konzentrationserhöhung
auf  5%  DMSO  zeigt  zwar  deutlich  erhöhte  Löslichkeit  der  COM‐Peptide   in  der  wässrigen
Lösung und somit eine stärkere Inhibition in Abhängigkeit von der Peptidkonzentration, die
Enzymaktivität  sinkt   jedoch  auf  unter  10%  der  nativen  Produktionsrate.  Der  Einfluss  des
TycA‐COM‐Peptids  auf  die  Dipeptid‐Produktion   ist  für  beide  Konzentrationen  messbar,  da
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Systeme[86].   Frühere  Modelle   beschreiben   die  multimodularen   Synthetasen   durch   ein
vereinfachtes   „Perlenschnur“‐Modell   (pearl‐on‐a‐string model),   bei   dem   die   einzelnen
Domänen   durch   flexible   Linker   verbunden   sind   und   so   freie   räumliche  Orientierungen
zueinander  einnehmen  können.  Somit  würde  die  sterische  Kontrolle  über  die  Reaktions‐
abfolge   sowie   Interdomänen‐Wechselwirkungen  dem  Beladungszustand  der  PCP‐Domäne




NRPS‐Systemen.  Besonders  die  Kombination   zwischen  der   starren  Workbench  und  den
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dynamischen  Asub‐ und PCP‐Domänen  sowie  deren  Reorganisation  während  der Reaktions‐
zyklen zeigen die Vielfältigkeit im Wirkungsablauf der NRPS‐Systeme. Gleichzeitig ermöglich
die  Kombination  der  TycC5‐6 ‐PCP‐C‐[121]  und  SrfAC[236]‐Strukturmodelle  den  Zugang   zu
einem   strukturbasierten  multimodularen  NRPS‐Modell   (Abb. 42A).  Durch  die   strukturelle
Überlagerung   (Superposition)   der  C‐Domäne   aus   beiden   Strukturmodellen   entsteht   ein
durch   PCP‐Domänen   flankiertes   Terminationsmodul   (Abb. 42B).   Die   Deletion   der   TE‐
Domänen  führt  zu  einem  Elongationsmodell,  das  durch  repetitive  Superposition  mit  dem
Terminationsmodul   die   Konstruktion   des   multimodularen   NRPS‐Modells   ermöglicht






Umdrehung   beschreiben   127 Å.  Durch   die   Superposition   der   PCP‐Domäne   aus   beiden
Strukturmodellen zeigt das Modell den acceptor site only Zustand an. Bei diesem Akzeptor‐
Modell   interagiert  die  PCP‐Domäne  über  den   αTI‐αTII‐Loop  und  die   αTII‐Helix  mit  der
downstream C‐Domäne (acceptor site). Mit der  upstream C‐Domäne zeigt die PCP‐Domäne
eine   unproduktive   doch   signifikante   Interaktion  mit   dem  N‐terminalem   Ende   der   αTI‐
Helix[121].  Dabei   ist  die   Interaktionsfläche  deckungsgleich   zu  der  ACP‐Domäne  aus  der
6‐Deoxyerythronolid  B  PKS‐Synthase.  Diese  zeigt   jeweils  zwei   Interaktionsflächen,   für  die
Elongation (αTI‐αTII‐Loop und αTII‐Helix) und dem Transfer (N‐terminales Ende von der αTI‐
Helix)[72].  Die  übergeordnete  NRPS‐Struktur  mit  einer  dreizähligen  Schraubachse  basiert
auschließlich   auf   verfügbaren   Strukturdaten   und   zeigt   mannigfaltige   Vorteile.   Die
abwechselnde Reihenfolge der PCP‐ und C‐Domänen entlang der Reaktionsachse (assembly
line)  ermöglicht  eine  Abschirmung  der  Zwischenprodukte  vor  der  proteolytischen  Aktivität
aus  dem  Cytosol.  Zusätzlich  sind  die  Reaktionskammern  der  einzelnen  C‐Domänen  für  die
PCP‐gebundenen   PPant‐Arme   zugänglich   und   gewähren   zugleich   den   Schutz   der   Inter‐
mediate  vor  Hydrolyse.  Gleichzeitig  ermöglichen  die  nach  außen  gerichteten  Workbench‐
Bereiche durch exponierte, periphere Orientierung der A‐Domänen den Zugang sowohl der
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Die  Arretierung  der  PCP‐Domäne  schien  der  Schlüssel   für  die  Strukturlösung  des  SrfAC‐
S1003A‐Strukturmodells   zu   sein.  Dabei   interagiert   die   arretierte   PCP‐Domäne   von   der
Akzeptor‐Seite  mit  der  C‐Domäne  des  Moduls.  Um  ein   globales  multimodulares  NRPS‐
Strukturmodell erstellen sowie  die  einzelnen  Stationen  der NRPS‐Synthese  untersuchen zu
können,  wurde  der  Beladungszustand  der  PCP‐Domäne  variiert   (Tab. 16).  Die  Beladungs‐
varianten   der   PCP‐Domäne   sind   durch   die   Synthesereihenfolge   der   nichtribosomalen
Peptidsynthetase  bestimmt  und somit  durch die  entsprechende A‐Domäne  gesteuert. Den
Beladungszustand   der   zu   untersuchenden   PCP‐Domäne   über   die   Aktivität   der
entsprechenden A‐Domäne zu verfolgen, ist wenig zuverlässig. Durch den ATP/PPi‐Austausch
als  Aktivitätsindikator  der  entspechenden  A‐Domäne  kann  nur  die  Aktivität  einzelner  A‐
Domänen überprüft werden. Jedes Modul in multimodularen NRPS‐Systemen enthält in der
Regel  eine  A‐Domäne,  die   für  die  Aktivierung  und  Thiolierung  der   korrespondierenden
Aminosäure  verantwortlich   ist.  Für  den  Fall,  dass   zwei  oder  mehrere  A‐Domänen  einer
nichtribosomalen Peptidsynthetase die gleiche Aminosäure aktivieren, wie z.B. bei TycB2‐3 (l‐
Phe) oder SrfAA2‐3 (l‐Leu), kann eine zuverlässige Aussage über die Aktivität der einzelnen A‐





Zwecke  der  gekoppelte  Beladungsassay  als  Aktivitätsindikator  angewendet[173].  Für  eine
100%‐ige Beladungspopulation im präparativen Maßstab wurde dieser Assay optimiert. 
Die  weiteren  makromolekularen  Untersuchungen   können   jedoch   nur   dann   zuverlässig
ausgewertet werden, wenn die Population der unerwünschten Beladungszustände unter der
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Nachweisgrenze liegt. Für die Kristallisationsansätze sowie die Untersuchungen durch SAXS
und CryoEM wurden die Beladungszustände der einzelnen PCP‐Domänen zwischen der Apo‐
und  Holo‐Form  mit   Thiol‐  und  Amino‐Terminus   sowie   zusätzlich   verknüpften  Derivaten
variiert (Tab. 16). 
Während die Beladung durch CoA (Thiol‐Terminus)  in vivo durch die Coexpression von Gsp,
der  Phosphopantothein‐Transferase  aus  dem  Gramicidin  S‐Cluster,  katalysiert  wird,  erfolgt
die Beladung durch Amino‐CoA (Amino‐Terminus)  in vitro und wurde durch Sfp katalysiert.
Die Verknüpfung der korrespondierenden Aminosäure mit dem Amino‐Terminus des PPant‐
Derivates  erfolgt   in  multimodularen  NRPS‐Systemen  durch  die  entsprechende  A‐Domäne.
Dadurch   ist  es  möglich,  den  PPant‐Arm  der   jeweiligen  PCP‐Domäne  auch   in  heterologen




















































































GrsA pQE60        
[ATE] pQE60        
TycA pQE60        
[ATE] pQE60        
pQE60        
[CAT] pQE60        
pQE60        
pQE60        
SrfAC pTrcHis2        
[CATTE] pTrcHis2        
Dimodulare nichtribosomale Peptidsynthetasen
pQE70        
pQE60        
pQE60        
pET200/D        
pBAD        
Trimodulare nichtribosomale Peptidsynthetasen
pQE60        
pQE60        
‐a – apo; ‐sh – holo (CoA), ‐nh2 – holo (Amino‐CoA), ‐nh‐aa – holo‐Aminosäure (Amino‐CoA), ‐nhG ‐ holo‐Gold





















Über   einen   Filteralgorithmus   wurden   anschließend   definierte  Massenbereiche   näher
untersucht. Um die gesuchte Ionenmasse identifizieren zu können wurden alle Massenpeaks
eines gefilterten Massenbereichs überprüft. Jede der gesuchten Massen kann als mehrfach‐
geladenes   Ion  detektiert  werden,   so  dass  bei   jeder  Probe  alle  Möglichkeiten  überprüft
wurden.  Bei  einer  Beladung  mit  Amino‐CoA  und   anschliessender  Verknüpfung  mit  der
korrespondierenden Aminosäure wurde zuerst überprüft, ob eine in vivo‐Beladung während
der  Proteinproduktion   in  der  Zelle  stattgefunden  hat.  Dafür  wird   in  dem  entsprechendem
Massenbereich  nach  den  geladenen   Ionenmassen   ([M+H]+  bis   [M+5H]5+)  des   tryptischen
Fragments  mit  dem  entsprechenden  PPant‐Arm   (Thiol‐Terminus)  gesucht.  Nachdem  das
Protein   in  der  Apo‐Form  gereinigt  wurde,  konnte  in  vitro der  Beladungassay  durchgeführt
werden.   Anschließend  wurde   durch   die   Suche   nach   den   einzelnen   Ionenmassen   der
Beladungszustand der PCP‐Domäne bestimmt (Abb. 43A2‐7). Nur wenn die Population der
gesuchten   Ionenmasse  zu  100%  bestätigt  wurde,  kann  die  Probe   für  die  weitergehenden
makromolekularen Strukturuntersuchungen verwendet werden (Abb. 43B).
Der   Vorteil   dieser  Methode   ist,   dass   nicht   nur   die   durchschnittliche   Aktivität   einer
A‐Domäne,  wie   beim   ATP/PPi‐Austausch,   sondern   auch   die   spezifische   Aktivität   jeder
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identifiziert  werden   können,  wurde  die  Probe   für  die  weitergehenden  Untersuchungen
benutzt. Bei einer Beladung mit Amino‐CoA und der anschliessenden Verknüpfung mit der
korrespondierenden  Aminosäure,   sowie  einem  Massenbereich  von   [M+H]+  bis   [M+5H]5+,
müssen   für   die   einzelnen   möglichen   Beladungszustände   einer   trimodularen   nicht‐
ribosomalen  Peptidsynthetase,  Apo‐,  Holo‐S‐  (SH‐Terminus),  Holo‐NH‐  (NH2‐Terminus)  und





Die  Untersuchungen  mittels  Kleinwinkelstreuung  ermöglichen  Einblicke   in  die  strukturelle
Orientierung dynamischer Domänen in Lösung. In erster Linie sollte durch die Untersuchung
von   SrfAC   das  Modell   der  Workbench  unter   nativen   Bedingungen   bestätigt  werden.
Zusätzlich  sollte  das  Akzeptor‐Modell   (acceptor  site  only)  bestätigt,  oder  um  dynamische
Möglichkeiten   in  der  Reorganisation  der  Domänen  erweitert  werden.  Alle   verwendeten
Proteine   wurden   durch   Affinitätschromatographie   gereinigt   und   anschliessend  mittels




Der   Vergleich   der   SAXS‐Streukurven   zeigt   eine   deutliche   Abweichung   zwischen   der
berechneten  SrfAC‐S1003A‐   (Abb. 45,  grün)  und  gemessenen  SrfAC‐Streukurve   (Apo‐PCP;
rot).  Der  Wert   für  die  Anpassungsqualität   zwischen  der  berechneten   und   gemessenen
Streukurve zeigt einen erhöhten Wert (χ2 = 7.2), der deutlich über dem Schwellenwert von
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1.5   liegt.  Vergleicht  man   zusätzlich  das  SrfAC‐S1003A‐Strukturmodell  mit  dem  nach  den
Messdaten  erstellten  ab   initio‐Modell  (Abb. 45;  cyan),  wird  die  abweichende  Deckung  der
beiden Modelle sichtbar. Das ab initio‐Modell zeigt eine elongierte Elektronendichte, die mit
dem kompakten  SrfAC‐S1003‐Strukturmodell nicht  zu  struktureller  Deckung  zu bringen   ist.
Um   eine   bessere  Deckung   zwischen   dem   berechneten  Modell   und   den   SrfAC‐Werten
erreichen   zu  können,  müssen  die  PCP‐  und  TE‐Domäne  dissoziiert  vorliegen.  Damit  die
Abweichung  zwischen  dem  ab   inito‐Modell  und  dem  SASREF  rigid body  modeling‐Resultat
veringert  wird,  muss  die  sequenzbedingte  maximale  Linkerlänge  zwischen  den  Domänen
geändert werden. Dadurch erhöhen sich die Freiheitsgrade der einzelnen Domänen womit
die  Auswahl  der  relativen  Orientierungen  zueinander  zunehmen.  Durch  diese  Vorgehens‐
weise kann eine bessere Übereinstimmung mit dem  ab initio‐Modell erreicht werden. Setzt





TE‐Domänen  werden  die  Freiheitsgrade  der  dynamischen  Domänen  erhöht  und   so  eine
bessere  Anpassungsqualität  erreicht.  Für  das   feste  C‐A‐Interface  zeigt  das  Strukturmodell
einen  Wert   für  die  Anpassungsqualität  von  χ2 = 1.64   (Abb. 46A),  wenn  alle  Domänen  die
maximalen  Freiheitsgrade  besitzen  einen  Wert  von    χ2 = 1.24   (Abb. 46B).  Auch  wenn  der
Wert für die  maximalen Freiheitsgrade  erwartungsgemäß eine bessere Anpassungsqualität
zeigt,   können  durch  die   gemessenen  Daten  beide  Modelle  bestätigt  werden.  Bei  dem





mit  den  Messwerten  erreicht.  Daher  bietet  die  Messung  an  dimodularen  NRPS‐Systemen
eine  wesentlich   größere   Herausforderung,   da   hier   die   erhöhte   Anzahl   an   Domänen
gleichbedeutend   ist   mit   einer   wesentlich   höheren   Anzahl   an   deren   Orientierungs‐
möglichkeiten.  Dabei  steigt  die  Anzahl  der  Freiheitsgrade  sowie  deren  Kombinationen  mit
jedem  Modul   exponentiell   an.   Um   diesem   Effekt   entgegenzuwirken  wurden  mehrere
Beladungszustände   sowie   Domänen‐Kombinationen   vermessen.   Für   die   verschiedenen
Domänen‐Kombinationen   wurden   die   primären   Parameter   ermittelt   (Abb. 47).   Um
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der abweichende Wert aus der Datenreihe entfernt werden. Der Gyrationsradius (RG) und die
maximale Distanz der an dem Streubeitrag beteiligten Partikel (DMAX) können direkt aus den
Streukurven   abgeleitet   werden,   das   Volumen   und   die   Masse   werden   durch
Vergleichsmessungen  mit   einem   Kontrollprotein,   in   diesem   Fall   BSA,   berechnet.   Der
Datensatz   t23de   (Apo‐TycB2‐3ΔE  [ATCAT])   zeigte   ein   hohes  Hintergrundrauschen  was   die
Berechnung   von   zuverlässigen  Werten   für   die   P(r)‐Funktion   und   somit   DMAX‐Werten
unmöglich  machte.  Daher  wurden   die  Daten   für   dieses   Zielprotein   bei   allen   späteren
Betrachtungen nicht hinzugezogen. Für den Datensatz tycb3 (Apo‐TycB3 [CATE]) konnte durch
die  Entfernung  einzelner  abweichender  Werte  die  Kohärenz  des  gemessenes  Datensatzes
erhalten  werden. Bei steigender  Konzentration  kann  hier ein  Anstieg  für die  RG‐ und  DMAX‐
Werte verzeichnet werden, was durch die Agglomeration bei hoher Konzentration verursacht
wird.  Nach der Bestätigung  durch die  DLS‐Messungen wurden bei  weiteren  Berechnungen
die  Werte   für  die  höchste  Konzentration   ausgeschlossen   (Abb. 48).  Die  DLS‐Datensätze
ermöglichten eine nach der Partikelgröße aufgelöste Analyse der Probe. Dadurch konnten die
zu   der   Partikelgröße   proportionalen   Streubeiträge   der   agglomerisierten   Proteine   sowie
anderer Fremdpartikel ermittelt und somit ihr Beitrag an dem berechneten ab initio‐Modell
minimiert werden. Für die drei unterschiedlichen Domänen‐Kombinationen, TycB2‐3FL, TycB2‐3
und  TycB3 wurden  die  Werte  für  die  Partikelgröße  sowie  die  berechnete  Masse  ermittelt
(Tab. 17). 
Für   gemessene   Parameter,   insbesondere   durch   die   berechnete   Masse,   können
Abweichungen   zwischen  den  berechneten  und   tatsächlichen  Parameter  der  Zielproteine
festgestellt  werden.  Während  die  Abweichung   zwischen  dem  Molekulargewicht  und  der
berechneten Masse durch die flexible Domänenorganisation und dem dadurch begründeten




Datensatz t23flnp t23fl t23sh t23np tycb2b3 tb3
[CATCATE] [CATCATE]  [ATCATE]  [ATCATE] [ATCATE]  [CATE] 
 (285 kDa) (285 kDa) (218 kDa)  (218 kDa) (218 kDa) (169 kDa)
37.5 – 257 32.5 – 250 27.0 – 154 30.5 – 158 28.5 – 170 18.0 – 160





abstand (DMAX) eine eindeutige  Abhängigkeit von  dem Beladungszustand  der  PCP‐Domäne.
Dabei  beinhalten  TycB2‐3FL  ([CATCATE])  und  TycB2‐3  ([ATCATE])   zwei  PCP‐Domänen,   jedoch
besitzt die entsprechende PCP‐Domäne in TycB2‐3 aufgrund der fehlenden TycB2‐C‐Domäne




Im  Strukturmodell   interagiert  die  Elongationsseite  der  PCP‐Domäne  mit  der  Akzeptorseite
und die Transferseite mit der Donorseite der entspechenden C‐Domäne. Im Akzeptor‐Modell
ist  die  aktive  Seite,  die  für  die  kovalente  Bindung  des  PPant‐Armes  verantwortlich   ist,  der
Akzeptor‐Seite   der   sich   im   gleichen  Modul   befindlichen   C‐Domäne   zugewandt.   Eine
Auflösung dieser Interaktion unter nativen Bedingungen, wie bereits für SrfAC durch die PCP‐
und TE‐Domänen‐Dissoziation gezeigt worden ist, resultiert zwangsläufig in der Erhöhung der
Freiheitsgrade  der  einzelnen  Module  zueinander.  Dadurch  nimmt  die  dimodulare  Struktur,
anders als im Modell, eine länglichere  globale Struktur an. Die zusätzliche Beladung der PCP‐
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Zielproein  TycB2‐3‐NH‐Phe   (DMAX  =  30.5)  eine  höhere  Partikelgröße  als  das  Apo‐Zielprotein
(DMAX = 28.5) aufweist, zeigen beide globale Strukturen eine gute Übereinstimmung in ihrer
Form. Dagegen zeigt das   Holo‐TycB2‐3‐Zielprotein eine signifikante Abweichung in der Form
und   der   Partikelgröße   (Abb. 49A).  Während   das  Holo‐TycB2‐3‐Zielprotein   eine   kompakte
sphärische   Form   aufweist   (DMAX  =  27.0),   zeigen   TycB2‐3‐NH‐Phe  und  die  Apo‐Form  eine
längliche Form. Mit der N‐terminalen C‐Domäne zeigen die Zielproteine TycB2‐3FL‐NH‐Phe und
Apo‐TycB2‐3FL  deutlich   signifikantere  Unterschiede   zueinander   (Abb. 49B).  Das   Zielprotein
TycB2‐3FL‐NH‐Phe zeigt wesentlich höhere RG‐ und DMAX‐Werte als das Apo‐Zielprotein, sowie
eine rigide jedoch gestreckte globale Struktur. 
Obwohl   die   Änderung   des   Beladungszustandes   der   PCP‐Domänen   die   dynamische
Veränderungen  der  globalen  Struktur  durch  die  Reduktion  der  Freiheitsgrade  einschränkt,
zeichnen  sich  die  gemessenen  Zielproteine   immer  noch  durch  ein  hohes  Maß  an   lokalen
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dynamischen  Konformationsänderungen  aus.  Durch  die  permanente  Änderung  kann  das
gemessene  Mittel   aller   Konformationen   zu   keinem   signifikanten   Resultat   führen.   Die
ab initio‐Modelle zeigen im Ansatz eine schraubenförmige Struktur, doch die Erstellung eines
zufriedenstellenden  Strukturmodells  für  die  entspechenden  Domänen   in  der  vorliegenden
Modellelektronendichte ist nicht möglich.
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6 Diskussion
Untersuchungen   der   Architektur   multimodularer   Enzymkomplexe   zeigen   sowohl   ihre
Komplexität  und   strukturelle  Vielfalt  als  auch  die   funktionelle  Abhängigkeit  von  kleinen,
prosthetische  Gruppen   bindenden  Domänen,   den  swinging   domains.  Für   das   bessere
Verständnis dieser multimodularen Komplexe sind nicht nur die strukturellen Daten über die
dynamischen  Domänen  sondern   insbesondere  auch  die   flankierenden  Linkerbereiche  von
großer   Wichtigkeit.   In   vielen   Fällen   werden   die   dynamischen   Domänen   ohne   die
flankierenden  Linkerbereiche  durch  kristallographische  Methoden  oder  NMR‐Experimente
separat   als   einzelne  Proteine   strukturell  untersucht.   In  den  bisher  bekannten   globalen
Strukturen der fFAS[54] oder mFAS[49]  sowie  der PKS[58,  70]  ist  die  Elektronendichte der
dynamischen   ACP‐Domäne   sowie   der   umgebenden   Linkerbereiche   nicht   aufgelöst.
Nachfolgende  Untersuchungen  beschäftigen  sich  mit  der   Interaktion  dieser  dynamischen
Domänen  und  benutzen  die  Daten  der  multimodularen  Kristallstrukturen  als  strukturelle
Plattform[72, 237]. Desweiteren ermöglicht die Kenntnis über die strukturelle Anordung und
Interaktionen   aller   Domänen   eines   NRPS‐Moduls   einen   detaillierten   Einblick   in   die
Organisation dieser Systeme und kann als Templat für die Erstellung von Modellen anderer
verwandter Systeme dienen. Dabei kann das räumliche Strukturmodell durch die Angabe der
Sequenzen   strukturell‐   oder   funktionsverwandter   Proteine   anhand   des   vorgegebenen
Templates erstellt werden (Tab. 18). 
Die Anzahl der Modelle, ausgehend von der SrfAC‐Struktur als PMP‐Templat[238], gibt ihren
Stellenwert   für   das   Verständnis   der   NRPS‐Systeme   wieder.   Dies   liegt   in   der   hohen




Bezeichnung fFAS fFAS mFAS SrfAC
pdb‐Code 2QO3 2HG4 2UVB + 2UVC 3HMJ 2UV8 2VZ9 2VSQ
Auflösung 2.59 Å
Organismus S. erythraea T. lanuginosus S. cerevisae Sus scrofa B. subtilis
PMP‐Templat 287 553 9 249 1326 2301 5957
DEBS3 DEBS5 fFAS (Wheel+Dome)




verschiedenen Interaktionsflächen der Domänen,  zeigt die  SrfAC‐Struktur die  bislang erste
Struktur  einer  DC L‐Kondensationsdomäne   (katalysiert  die  Kondensationsreaktion  zwischen
einer  D‐Aminosäure von der Donorseite mit einer  L‐Aminosäure von der Akzeptorseite), das
Zusammenspiel der C‐ und A‐Domäne in der Bildung der katalytischen Workbench sowie das




In   dem   Strukturmodell   des   SrfAC‐Terminationsmoduls   sind   der   C‐A‐   sowie   der   A‐PCP‐
Linkerbereich   in   der   Elektronendichte   aufgelöst.  Während   der   C‐A‐Linker   durch   starke
Interaktionen   in  die  Workbench  integriert   ist,   zeigt  der  A‐PCP‐Linker  keine   signifikanten
Interaktionen mit den anderen Bereichen der SrfAC‐Struktur. Für die systematische Analyse
der   Linkerregionen   und   der   Intercore‐Bereiche   (Bereiche,   die   zwischen   den   hoch
konservierten  Core‐Motiven[91,  97,  100,  116,  239]   lokalisiert  sind)  wurden  die  Sequenzen
verschiedener  NRPS‐Systeme[240‐263],  von  Anabaenopeptin[264]  bis  Viomycin[265]  Bio‐
synthese‐Modulen,   selektiert und gespeichert. Zusätzlich  wurden die erfassten Module  in
Elongations‐, Terminations‐ und COM‐Module klassifiziert. 
Die  Klasse  der  Elongationsmodule   (42  Sequenzen)  enthält  die  Sequenzen   zwischen  dem
Core‐Motiv der vorausgehenden Donor‐PCP‐Domäne und dem ersten Core‐Motiv der nach‐
folgenden  LC L‐Kondensationsdomäne   (T1[GGHSL]n‐1  –  C1[SxAQxR(LM)(WY)xL]n+1).  Dadurch
können   gezielt   Informationen   über   die  modulverbindenden   Linkerbereiche   berechnet
werden.   Die   Klasse   der   COM‐Module   (21   Sequenzen)   beinhaltet  Module   die   an   der
Interaktion  zweier  Synthetasen  beteiligt  (N‐Terminusn  –  C1[SxAQxR(LM)(WY)xL]n+1).  Da  der
Interaktionspartner  die  COM‐Helix‐tragende[133]    Epimerisierungsdomäne  enthält,   ist  die
Kondensationsdomäne   des   COM‐Moduls   stets   eine  DC L‐Domäne.   Die   Klasse   der
Terminationsmodule   (23   Sequenzen)   definiert  Module   die   am   C‐Terminus   der   letzten
Synthetase lokalisiert und katalysieren durch die Thioesterase‐Domäne die Freisetzung des
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Produktes (C1[SxAQxR(LM)(WY)xL]n – C‐Terminusn).  Als Strukturtemplat wurde für die COM‐
sowie Terminationsmodul‐Sequenzen das SrfAC‐Strukturmodell verwendet (Abb. 50). Durch




durch   Alignment‐Software   (siehe   Kapitel 4.7)   ausgerichtet   und   in   ALINE[268]





bereinstimmen,   so   dass  die  Core‐Motive   als  die   signifikanten  Marker  benutzt  und  die





bei  40   liegt.  Die  Berechnung  des  PCP‐C   Linkerbereichs   zeigt  einen  Mittelwert  von  20.4
(σ = 1.8 Aminosäuren, 19 in TycC5 PCP‐C), die des C‐A‐Linkerbereichs einen von 33.7 (σ = 1.0
Aminosäuren,  33   in  SrfAC)  und  die  Berechnung  des  A‐PCP‐Bereichs  einen  Mittelwert  von
18.4  (σ = 1.5  Aminosäuren,  19  in SrfAC).  Die niedrige Abweichung  zeigt,  dass  die   jeweilige
mittlere Linkerlänge eindeutig bevorzugt wird, obwohl kürzere Versionen ebenfalls signifikant
vertreten  sind  (Abb. 50).  Auch  wenn  der  Mittelwert  des  A‐PCP‐Linkerbereichs  eine  Linker‐
länge   von   18   Aminosäuren   voraussagt,   zeigt   das   nach   Linkerlängen   aufgeschlüsselte
Histogramm  eine  bevorzugte  Länge  von  19  bzw.  17  Aminosäuren  zwischen  dem   letztem





der  C‐ und  der  A‐Domäne  beteiligt.  Der  Linker  verbindet  den  50 Å  auseinander   liegenden
C‐Terminus der C‐Domäne mit dem N‐Terminus der A‐Domäne, die Interaktionen bleiben im
SAXS‐Modell  bestehen.  Der  dagegen  nur  19  Aminosäuren   lange,  A‐PCP‐Linker  zeigt  keine
nenneswerten Interaktionen mit dem Rest der Struktur und verbindet den 44 Å auseinander
entfernten C‐Terminus der A‐Domäne mit dem N‐Terminus der PCP‐Domäne. Seine flexible
Struktur   ermöglicht   der   PCP‐Domäne   die   erforderliche   Bewegungsfreiheiten   zu   den
korrespondierenden Katalysezentren zu gelangen, ohne die Verkürzung der Reichweite durch
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Die   flexible  Struktur  der  Linker  wird  durch  einen  hohen  Anteil   (ca.  30%)  an  Prolin‐  und
Alanin‐Resten in den die PCP‐Domäne flankierenden Linkerbereichen erreicht (Abb. 51). Die
Analyse   der   Linkerbereiche   zeigt   daher   Analogien   zu   den   anderen  swinging   domains




Linkerbereiche,  die  sich  durch  niedrige  b‐Werte,  geringe   Interaktionen  mit  dem  Rest  des
Strukturmodells   sowie   durch   vollständig   aufgelöste   Elektronendichte   auszeichnen,   den




Funktionsweise  der  NRPS‐Module.  Neben  der  Thioesterase   (TE‐Domäne),  die  nur   in  den
terminalen  Modulen  vorkommt,  beinhaltet  das   SrfAC‐Strukturmodell  die  C‐,  A‐  und  die
PCP‐Domäne, durch die ein Elongationsmodul definiert wird. Das Strukturmodell der SrfAC
Thioesterase   in  der  offenen  Konformation,  die  für  die  alleinstehende  Thioesterase  bereits
publiziert[124]  wurde,  zeigt  durch   fehlende  Kristallkontakte   in  dem  SrfAC‐Strukturmodell
keine   aufgelöste   Elektronendichte   für   die   Loop‐Bereiche   der   Lid‐Region.   Durch   die
strukturelle  Untersuchung  des  Bidomänen‐Systems  PCP‐TE  aus  EntF[125]  konnte  mit  der
αTE1  die  Interaktionsfläche  zwischen  der   im  AH‐Zustand  arretierten  PCP‐Domäne  und  der
iterativ  arbeitenden  Thioesterase   identifiziert  werden   (Abb. 52).  Dabei   liegt  die  Alanin48  –
Serin180 Distanz mit 19 Å in der Reichweite des PPant‐Arms. Da die PCP‐Domäne in dem SrfAC
Strukturmodell mit der C‐Domäne interagiert, ist sie im Vergleich zu der EntF PCP‐Domäne




nicht  aufgelöste  αTEIV‐αTEV‐Loop   sitzt  durch  Umorientierung  der  αTEIV‐Helix  über  dem
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PPant‐Kanal  und kann  so  den Zugang zum Kanal, durch  Öffnen  bzw.  Schließen, dynamisch
regulieren[124].  Neben  der  Thioesterase  bilden  die  weiteren  essenziellen  SrfAC‐Domänen
die strukturelle Vorlage für NRPS‐Systeme. Obwohl die Funktion, wie auch die Faltung dieser
Domänen,   längst  bekannt   ist,  bietet  das  SrfAC‐Strukturmodell  den  ersten  Einblick   in  die




Sobald   die   Seitenkette   des   konservierten   Serins   der   PCP‐Domäne  mit   dem   PPant‐Arm
kovalent  verbunden   ist,  kann  diese  zwischen  der  AH‐  bzw.  H‐Konformation  wechseln.  Da
bislang alle strukturellen Untersuchungen die PCP‐Domäne in der AH‐Konformation zeigten,
wurde   durch   die   Serin   zu   Alanin  Mutante   die   PCP‐Domäne   in   dieser   Konformation
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arretiert[111].   Nur   bei   der   SrfAC‐S1003A‐Variante   konnte     Kristallbildung   beobachtet
werden,  die  PCP‐Domäne  wurde   in  der  AH‐Konformation  vorgefunden.  Obwohl   in  dem
Zustand eine Interaktion mit der C‐Domäne festgestellt wurde, kann die PCP‐Domäne durch
die   flankierenden  Linkerbereiche   in  die  Reichweite  aller  aktiver  Zentren  gelangen.  Dabei
beträgt die Distanz des Alanin1003  zu dem aktivem Zentrum der TE‐Domäne (Serin1120) 44 Å
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Für eine katalysierte Reaktion kann das PPant‐gebundenen Substrat eine Reichweite von 16 Å
(C‐Domäne;  SrfAC)  bzw.  19 Å  (TE‐Domäne;  EntF)  überbrücken.  Dafür  muss  der  PPant‐Arm
exponiert werden, um so das aktive Zenrum erreichen zu können (Histidin144  in SrfAC bzw.
Serin180  in  EntF).  Der  signifikanteste  Unterschied  zwischen  den   zwei  möglichen  Holo‐PCP
Konformationen ist die Orientierung und Länge der  αTII‐Helix. In der AH‐Konformation wird
sie durch interne Wechselwirkungen des konservierten Serins bzw. Alanins, stabilisiert und
verläuft  parallel   zu  der  αTI‐Helix[227].  Die  αTII‐Helix   in  der  H‐Konformation  dagegen   ist
beinahe   orthogonal   zu   der  αTI‐Helix,   das   konservierte   Serin   bzw.  Alanin   befindet   sich
exponiert in einem Loop unmittelbar davor. Dadurch wird die Position und die Orientierung
des   Serins   und   somit   auch   des   PPant‐Armes   stark   beeinflusst.  Mithilfe   der   Software
Carver 2.1.2[274]  können  die   verfügbaren  Hohlräume   ausgehend   von   einem   Startpunkt
(Atom,  Heteroatom,  Aminosäure  oder  ganze   Selektionen)  berechnet  und   in   Form  einer
Kavität   dargestellt   werden.   Die   berechneten   Kavitäten   für   die   unterschiedlichen
Konformationen der PCP‐Domäne sind in der Abbildung 53 dargestellt, ausgehend vom Serin
bzw. Alanin als Startpunkt. In der H‐Konformation befindet sich zwischen der  αTI‐ und  αTII‐
Helix   eine   deutliche   Kavität.   Bei   einem   in   dieser   Kavität   positionierte,   PPant‐Arm
(Koordinaten aus pdb: 3K9W übernommen) würde die Thiolgruppe vor Hydrolyse geschützt
im  Inneren der  PCP‐Domäne  liegen.  Der  PPant‐Arm, gebunden  an die  PCP‐Domäne  in  der
AH‐Konformation, wäre, wie bereits für die FAS‐ACP gezeigt[275], frei zugänglich (Abb. 53).





in  drei  unterschiedliche  Konformationen  klassifiziert,  wobei  die  C‐terminale  Asub‐Domäne
verschiedene   Orientierung   in   Bezug   auf   die   Acore‐Domäne   annimmt   (Abb. 54A).   Die
verschiedenen  Core‐Motive  orientieren  sich  dabei  neu,  ohne  dass  die  Faltung  der  Asub‐
Domäne  verändert  wird   (Abb. 54;  grauer  Kasten).  Auch  wenn  die  Orientierung  der  SrfAC
Asub‐Domäne   im  Vergleich  zu  der  PheA‐Domäne  abweicht,  zeigt  die  Superposition  einen
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Orientierung   der   SrfAC‐Asub‐Domäne   die   Intermediat‐Konformation   für   die   in   einer










PPant‐Arm   sowie   der   PCP‐Domäne   notwendig.   Dieser   Schritt   ist   nicht   reversibel,   die
Thioesterbindung  kann  nur  durch  Hydrolyse  oder  Kondensation  wieder  gespalten  werden.
Dabei   interagiert  der   β‐Loop   (Core‐Motiv  A8)  mit  dem  PPant‐Arm,  während  die   α‐Helix
(Core‐Motiv A9) die Fläche für die PCP‐Interaktion bildet[108]. Nach der Substratthiolierung




ist  durch  die  korrespondierende  Aminosäure   Leucin  belegt.  Die   zusätzliche  ATP‐Bindung
könnte die Umorientierung der Asub‐Domäne auslösen, vergleichbar mit PheA (Abb. 54A).
 6.2.3 Kondensationsdomäne als NRPS‐Schnittstelle
Die   Kondensationsdomäne   in   dem   SrfAC   Strukturmodell   zeigt   vier   voneinander   unter‐





Art  dieser   Interaktion  besser  verstehen  zu  können,  wurden  von  allen  mit  der  C‐Domäne




wurden  die  Werte  für  die   Ionenkonzentration  auf  0.1 M  und  für  den   Ionenradius,  gemäß
Pauling  für  O2‐ auf  140 pm  gesetzt.  Die  E‐Maps  wurden  anschließend   in  den  Grenzen  von
± 5 kb T ec‐1 durch  PyMol  dargestellt  von  negativ  (rot,  ‐5)  über  neutral  (weiß,  0)  bis positiv
(blau, +5). Dabei ist die Bolzmann‐Konstante (1.3806504 ∙ 10‐23 JK‐1) durch kb, die Temperatur
in K durch T und die Elektronenladung (1.60217646 ∙ 10‐19 C) durch ec dargestellt.
Die  N‐terminale   Schnittstelle   (Interaktionsfläche)   ist   durch   das   artifizielle   Pendant   der
korrespondierenden COM‐Helix[133], die  myc‐Helix[142] besetzt.  Durch die Beschaffenheit
des  COM‐Hand‐Motivs  ergeben  sich  zwei  unterschiedlich  geladene  Bereiche. Der  Bereich,
der   im  Zentrum  des  Motivs  die  Bodenfläche  bildet,   ist  unpolar  und  bildet  hydrophobe








Dadurch  könnte  die  Änderung  der  aktivierten  Aminosäure  durch  den  Austausch  der  A‐
Domäne die Störung dieser Interaktion verursachen, was bereits durch die starke Abnahme
der Aktivität für einige NRPS‐Systeme gezeigt werden konnte[74]. 
Die  Orientierung  der  Akzeptor‐PCP  in  dem  SrfAC‐Strukturmodell  und   ihre  Wechselwirkung
mit   der   C‐Domäne   sind   essentiell   für   das   Verständnis   der  NRPS‐Syntheselogik.  Dabei
interagiert   der   L‐förmige   Bereich,   bestehend   aus   der  αTII‐Helix   und   dem   T1‐Motiv
(GG(H/D)S(L/I))   tragenden  Loop,  mit  der  αC1‐  sowie  der  orthogonal  dazu  positionierten,
αC10‐Helix.
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eine  Distanz   zwischen  den   beiden   essentiellen  Resten   Serin43  und  Histidin224  von   50 Å
gemessen  werden,   die   eindeutig   außerhalb   der  Reichweite  des   PPant‐Armes   liegt.  Die
eindeutige  Lokalisierung  der  Donor‐PCP‐Interaktionsfläche  konnte  bisher  nicht  erfolgen.   In
der   elekrostatischen   Oberflächenrepräsentation   der   SrfAC‐C‐Domäne   ist   in   dem
C‐terminalen Bereich unmittelbar neben dem Donor‐Zugang eine deutlich positiv geladene
Einbuchtung zu sehen (hellgrün markiert; Abb. 55). Das SrfAB‐PCP‐Domänen‐Modell, mit der
TycC5‐PCP  (pdb:  2JGP)  als  Templat  bei  einer  Sequenzidentität  von  37%  und  einem  RMSD‐
Wert von 2.3 für 63 Cα‐Atome, zeigt jedoch im Bereich des konservierten Serin‐Restes keine
negativ geladene Fläche (Abb. 55). Die Voraussetzung für diese Interaktion ist die kovalente




Domäne,  sollte  es  sich  dabei  um  die   Interaktionsfläche   für  das  Phosphoryl‐Rest  handeln,




TycA‐E‐Domäne   (pdb:  2XHG).  Alle  drei  C‐Domänen  zeigen   im  C‐terminalen  Bereich  einen
Zugang  auf der  Donor‐, sowie  der Akzeptor‐Seite (Abb. 56). Es zeigt  sich  eine regelmäßige
Oberflächenladung   für   die   positiv   geladene   Donor‐Seite,   sowie   eine   negativ   geladene
Akzeptor‐Seite   in  allen  bisher   strukturell  untersuchten  C‐Domänen.  Die  Oberflächen  der
Interaktionspartner  zeigen die korrespondierende Ladungsverteilung,  was auf eine elektro‐
statische   Interaktion   hindeutet.  Die   E‐Domäne   zeigt   allerdings   keine  Analogien   zu   der
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Ladungsverteilung  der C‐Domänen.  Die Funktionsweise  der  E‐Domäne  weicht,  bei gleicher
Faltung, von der der C‐Domänen ab und weist nur einen Interaktionspartner und somit nur
die Frontinteraktionsfläche (Donor‐Seite) auf. 
Bei   genaueren  Untersuchungen  der   unterschiedlichen  Domänen   zeigen  diese   zusätzlich
verschiedene  Kavitäten  zwischen  den  Donor‐  bzw.  Akzeptor‐Zugängen  und  der  Reaktions‐
kammer am katalytisch aktiven Histidin‐Rest (Abb. 57). Da alle vier Domänen von der Donor‐




dem   PPant‐gebundenem   2,3‐Dihydrobenzoat   (DHB)   auf   das   primäre   Amin   des   freien
Norspermidins   (NSPD),   während   die   TycA   E‐Domäne   die   Epimerisierung   des   PPant‐
gebundenen  L‐Phenylalanins katalysiert und den Akzeptor‐Zugang nicht benötigt. Durch die
Delokalisation der αE1‐Helix und  der Bridge‐Region im Vergleich zu den C‐Domänen scheint
sich  die   grundlegende   Form  der  Kavität   innerhalb  der   E‐Domäne   von  den   anderen   zu
unterscheiden.  Die   so  erfolgte  Untersuchung  der  NRPS‐Domänen   zeigt  die  orthogonale
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Außerdem  zeigt  sich  ein  gravierender  Unterschied  zwischen  dem  Donor‐Zugang  und  dem
Akzeptor‐Zugang,  betrachtet  man  die  elektrostatischen  Oberflächenrepräsentationen  der





Der  Sequenzvergleich  der  Chloramphenicol  und  Dihydrolipoyl‐Acetyltransferasen  mit  den
NRPS‐Kondensationsdomänen kann nicht direkt erfolgen. Der an der Acetyltransferreaktion
beteiligte Serin‐ bzw. Threonin‐Rest ist in den CAT‐[118] bzw. PDH‐E2[279]‐Sequenzen stark
konserviert.  Die  NRPS‐Kondensationsdomänen  weisen  keinen  solchen  konservierten  Serin‐
Rest   auf,   der   im   entsprechenden   Bereich   auf   dem   strukturell   aber   nicht   sequenziell
vergleichbaren, C‐terminale C‐Subdomäne liegt. Die Superposition der SrfAC‐C‐Domäne mit
den entsprechenden Strukturmodellen zeigt die strukturelle Übereinstimmung des CAT‐ und
E2‐Monomers  mit  dem  C‐terminalen  Bereich  der  Kondensationsdomäne,  dabei   fällt  der
konservierte   Serin‐   bzw.   Threonin‐Rest   der   Acetyltransferasen  mit   dem     konservierten
Glutaminsäure‐Rest aus SrfAC zusammen (Abb. 58). Die in den  DC L‐Kondensationsdomänen
hochkonservierte  Glutaminsäure   ist   am  Anfang   der   SrfAC  Bridge‐Region   lokalisiert,  der
flexibelsten Region der Kondensationsdomäne mit den höchsten b‐Faktoren. Auch wenn das
Glutamin   in  den  LC L‐Kondensationsdomänen   (TycC6,  pdb:  2JGP)  nach  dem  Core‐Motiv  C7
kodiert wird, kann in beiden Fällen durch die strukturelle Superposition die entsprechende
Aminosäure   auf   dem   vier   Aminosäuren   langen   βC11‐Faltblatt   lokalisiert  werden.   Die
strukturelle  Ähnlichkeit   bricht   nach   dem   βC11‐Faltblatt   der  Bridge‐Region   ab,   da   nach
diesem Bereich in allen drei Systemen unterschiedliche strukturelle Merkmale folgen. 
Analog   zu  den  Phosphopantothein‐Transferasen  wie  ACS  aus  den  FAS‐Systemen,  welche
Transferreaktion  als  Trimer  katalysieren  und  der  PPtase  wie  Sfp  aus  NRPS‐Systemen  die
vergleichbare  Funktionalität  durch  ein  Pseudodimer  erreicht,  beruht  die  strukturelle  und
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Dabei  bilden   die  Chloramphenicol‐  und  Dihydrolipoyl‐Acetyltransferasen   als   Trimer   drei
Reaktionskammern  aus,  die   jeweils   zwischen  den  einzelnen  Monomeren   lokalisiert   sind.
Diese werden axial von dem Akzeptor‐Substrat und äquatorial von den Acetyl‐CoA besetzt.
Das  Substrat  und  das  Acetyl‐CoA   sind  dabei  orthogonal   zueinander  positioniert.   In  der
Reaktionskammer   katalysiert   der   konservierte   Histidin‐Rest   (DHRxx(D/N)G‐Motiv)   die
Deprotonierung   des   Akzeptor‐Substrates,   das   den   Carboxyl‐Kohlenstoff   am   Acetyl‐CoA
nukleophil angreift. Der resultierende tetraedrische Übergangszustand könnte anschließend
von dem Serin‐ bzw. Threonin‐Rest, des am sechs Aminosäuren langen β‐Faltblatt des gegen‐
überliegenden  Monomers   lokalisiert   ist   (βAT7   beim   CAT   und   βE2p6   beim   PDH‐E2p),
stabilisiert werden (Abb. 59). Dabei beträgt die Distanz vom Serin‐Rest zum Substrat 3.0 Å im
E2p‐   (pdb:  1EAE)  bzw.  4.3 Å   im  CAT‐Komplex   (pdb:  3CLA).  Anschließend  wird  die  Acetyl‐
gruppe   des   komplexierten  Acetyl‐CoA   auf   das   Substrat   übertragen.   Sowohl   die   Chlor‐
amphenicol‐,   als   auch   die   Dihydrolipoyl‐Acetyltransferasen   wurden   bereits   mit   CoA
kokristallisiert und weisen ebenfalls die Bindungsstelle mit der postiven Oberflächenladung
für  die  Bindung  der  Phosphatgruppe  auf  (Abb. 59).  Auch  wenn  bei  der  Superposition  von
CAT‐   oder   PDH‐E2‐Komplexen  mit   dem   C‐terminalen   Bereich   der   SrfAC‐Kondensations‐
domäne die konservierte Glutaminsäure356 und das aktive Serin‐ bzw. Threonin‐Rest räumlich
nah  positioniert  sind,  bilden  die  zwei  Bereiche  der  Kondensationsdomäne  einen  größeren
Winkel,  was   in  einer  größeren  Entfernung  zu  dem  katalytischen  Histidin147  resultiert.  Das
erste   Strukturmodell   einer  DC L‐Kondensationsdomäne   aus   SrfAC   ermöglicht   detaillierte
Einblicke   in   die  NRPS‐Kondensationsmechanismen,   indem   es  die   vier  wichtigen  Punkte
definiert, die durch die zwei PPant‐Arme während der Kondensationsreaktion eingenommen
werden   können   (Abb. 59).  Dabei   nimmt   die   Phosphat‐Gruppe   des   PPant‐Arm   von   der
Akzeptor‐Seite den Ankerpunkt am Alanin1003 der PCP‐Domäne an, während an der Donor‐
Seite  der  Ankerpukt  durch  die  Phosphat‐Bindestelle  definiert  wird.  Die   jeweiligen  PPant‐
Arme strecken sich dann vom Ankerpunkt bis zum katalytisch aktiven Histidin (His147) bzw.
der   putativ   beteiligten   Glutaminsäure   (Glu356).   Zusätzlich   definieren   die   berechneten
Kavitäten die Geometrie der modellierten PPant‐Arme. Die Strukturkoordinaten der PPant‐
Arme wurden anhand der Form der Kavität aus dem Strukturmodell der Holo‐PKS‐Malonyl‐
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Thioesterase   (pdb:   1LO7)   für   die  Donor‐Seite   ausgewählt.  Die   so   erhaltenen   Struktur‐
koordinaten wurden dann mit den für SrfAC korrespondierenden Aminosäuren (D‐Leucin für
die  Donor‐   und  L‐Leucin   für   die  Akzeptor‐Seite)   verknüpft   und   anschließend  mit   dem
Programm   UCSF   Chimera[280]  energieminimiert,   so   dass   alle   Bindungslängen
geometrieoptimiert    wurden.  Nach  der  Positionierung  befindet   sich  die  L‐Leucin‐Amino‐
gruppe   in  der  Reichweite  des  Histidin147  (2.8 Å),  das  Cα‐Atom  des  D‐Leucin   ist  dabei  3.7 Å
enfernt. Die Glutaminsäure356 ist 3.9 Å von dem Carbonyl‐Sauerstoff entfernt. Wählt man für
die  Glutaminsäure356  das  bevorzugte  Rotamer,  orientiert  sich  die  Carboxylgruppe  um  und
gelangt  so  in  die  unmittelbare  Nachbarschaft des  Carbonyl‐Sauerstoffs  (2.9 Å). Auch wenn
die  Distanz  zwischen  der  L‐Leucin‐Aminogruppe  und  dem  D‐Leucin  Cα‐Atom  3.9 Å  beträgt,
würde   in   dem   tetraedrischen  Übergangszustand   die  Distanz   verringert  werden.   In   der
Elektronendichte   der   TycC6‐C‐Domäne   (pdb:   2JGP)  wurde   in   der   Reaktionskammer   ein









Die   entsprechende   Variation   Serin148A  in   dem   CAT‐System   (pdb:   3CLA)   führt   zu   einer
54‐fachen Aktivitätsabnahme[118]. Auch wenn diese Variation in der Vibriobactin C‐Domäne
VibH nicht die vergleichbare Auswirkung im Vergleich zu dem CAT‐System aufweist, konnte
die   katalytische   Rolle   der   Stabilisierung   des   tetraedrischen   Übergangszustandes   durch






NRPS‐Systeme  wie  das  Cyclosporin‐System,  die  aus  nur  einer  multimodularen  Synthetase
bestehen, bilden eine Ausnahme. Die Biosynthese vieler NRPS‐Systeme erfolgt in mehreren
Synthetasen   organisiert.   Um   die   Synthesereihenfolge   einzuhalten,   müssen   die   ent‐
sprechenden Synthetasen durch eine spezifische Interaktion assoziieren, erst dann kann das
Produkt  assembliert  werden.  Durch  Sequenzuntersuchungen  wurde  die  C‐terminale  COM‐
Helix  identifiziert, die für die  Interaktion von der Donor‐Seite aus verantwortlich  ist. Diese
COM‐Helix ist am C‐Terminus einer Epimerisierungsdomäne lokalisiert, die um drei Amino‐
säuren   verkürzte   Variante   zeigte   bei  Mutationsstudien   in   der   TycA   E‐Domäne   bereits
signifikante  Aktivitätsverluste,  bei   längeren  Verkürzungen  (Δ6,  Δ9,  Δ12  sowie  Δ23)  konnte
keine  Aktivität  mehr   festgestellt  werden[133].   In  den  CAT‐  und  PDH‐E2‐Komplexen  wird
durch   die   Interaktion   der  Monomere   die   globale   Struktur   als   Trimer   bestimmt.  Dabei
interagiert das βAT'1‐, bzw. βE'1‐Faltblatt mit dem βAT3‐4‐, bzw. βE3‐4‐Turn und bildet dabei
das   Drei‐β‐Faltbltatt‐Motiv   aus   (Abb. 60).   In   dem   PDH‐E2‐Komplex   interagiert   der   N‐
terminale Linkerbereich mit dem Drei‐β‐Faltbltatt‐Motiv. Das gleiche Motiv, einschließlich der
für   die   Interaktion  mit   der   Akzeptor‐PCP   verantwortlichen   αC1‐Helix,   ist   in   dem   N‐
terminalem Bereich der C‐Domäne enthalten. In SrfAC definiert dieses Motiv das COM‐Hand‐
Motiv,   das   für   die   Interaktion   mit   dem   bereits   beschriebenen   COM‐Helix‐Motiv




(TycA‐SrfAC‐Interaktion)   erzeugt  werden[155,   281‐282].  Die   dadurch  mögliche  Variation
würde  ein  breiteres  Spektrum  an  Sekundärmetaboliten  ermöglichen.  Ein  Beweis   für  die
Effizienz dieser Methode sind die bereits vorhanden Systeme in lebenden Organismen, die
sich  dieser  Strategie  bedienen.   Im  Cyanobacterium  Anabaena  sp.  90,  wurden  zwei  Start‐
Synthetasen   der   Anabaenopeptin   Synthetase   A   (AptA1   und   AptA2)   identifiziert,   die
unterschiedliche   Vorläufer   synthetisieren   und   aufgrund   einer   identischen   COM‐Helix‐
Sequenz mit der nachfolgenden Synthetase wechselwirken können[241]. Dadurch ist es mit
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relativ   geringem  Aufwand  möglich,   eine  höhere  Vielfalt   in  der  NRPS‐Produktpalette   zu
erzeugen[281]. 
In PKS‐NRPS‐Hybrid‐Systemen zeigt der N‐terminale Bereich der Kondensationsdomäne eine
geänderte   Interaktionsystematik.   In   dem   Tubulysin   PKS‐NRPS‐Hybrid   (Angiococcus
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disciformis  An   d48)   wurde   eine   neuartiges   Interaktionsystem   identifiziert[283].   Das
N‐terminale COM‐Hand‐Motiv ist hier um eine Docking‐Domäne erweitert. Diese zeigt eine
bislang  einzigartige  αββαα‐Faltung,  wobei  die  alleinstehende  Domäne  als  Dimer  vorliegt
(TubCdd pdb: 2JUG). Das Dimer zeigt eine Interaktion über den   βT1‐βT2‐Turn, der auch für
die Interaktion in dem TubB‐TubC‐System verantwortlich sein soll (Abb. 60). Dabei soll durch
die   Ausbildung   eines   individuellen   Interfaces,   analog   zu   der   COM‐Helix‐COM‐Hand‐
Interaktion, die spezifische Interaktion ermöglicht werden.
 6.4 Überblick: Die Disziplinen der NRPS
Das   Surfactin   NRPS‐System,   bestehend   aus   drei   Synthetasen   SrfAA   (402 kDa),   SrfAB
(403 kDa)  und  SrfAC   (148  kDa),  wurde  umfangreich  beschrieben  und  eignet  sich  deshalb
besonders als Modellsystem (Abb. 61).  In vorangegangenen Untersuchungen konnten viele
Stationen   der   NRPS   katalysierten   Synthese,   wie   unter   anderem   die   Biochemie   der
Initiationsreaktion[77]  oder   Struktur   der   Thioesterasedomäne   in   der   offenen   und
geschlossenen Konformation[124] geklärt werden. 
Abhängig von der Position des Modules in einem NRPS‐System ist der erste Schritt entweder
die   Initiation[284],  die  Aktivierung  und  Thiolierung  der  korrespondierenden  Aminosäure
durch  ein  AT‐Modul,  die  Lipoinitiation[77],  bei  der  zuerst  eine  CoA‐  oder  PCP‐gebundene
Fettsäure  oder  der  Transfer[133],  bei  dem  der  Produktvorläufer  von  dem  vorangegenen
Synthetase über das COM‐Motiv auf das CAT‐Modul übertragen wird (Abb. 60). Gleichzeitig
wird  durch  die  A‐Domäne  des  Moduls  die  korrespondierende  Aminosäure,  ATP  und  Mg2+
(Adenylierungskonformation)   gebunden   und   anschließend   auf   den   PPant‐Arm   der   PCP‐
Domäne  übertragen   (Thiolierungskonformation)[108].  Die  dynamische  PCP‐Domäne  kann
abhängig   von   dem   Beladungs‐   und   Interaktionszustand   verschiedene   Konformation
annehmen[111], dabei kann die Interaktion mit anderen katalytischen NRPS‐Domänen nur in
der AH‐Konformation erfolgen. Die Elongationsreaktion wird nach der Interaktion der Donor‐
und   Akzeptor‐PCP  mit   der   Kondensationsdomäne   durch   diese   katalysiert.   Durch   den
Vergleich zu den verwandten CAT‐ und PDH‐E2‐Komplexen konnte die Phosphat‐Bindestelle
identifiziert  werden  und  neben  dem  Alanin1003  aus  SrfAC  die  beiden  Ankerpunkte   für  die
PPant‐Arme bestimmt werden. 
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Durch  die  Form  der  zusätzlich  berechneten  Kavitäten   in  der  SrfAC  Kondensationsdomäne
konnten   die   beiden  mit   der   korrespondierenden   Aminosäure   beladenen   PPant‐Arme




die   Reaktion   stattfinden   könnte.   Nachdem   die   Polypeptidkette   vollständig   assembliert
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7 Ausblick
Durch  das  unimodulare  SrfAC‐Strukturmodell  konnten  wesentliche  Merkmale  der  NRPS‐
Systeme,  wie   die  Workbench  und  die   Linkerbereiche,  entschlüsselt  werden.  Durch  das
Akzeptor‐Modell   (acceptor   site   only   model)   ermöglicht   das   SrfAC‐Strukturmodell   im
Zusammenspiel mit dem bidomänalen TycC5‐6 PCP‐C‐Strukturmodell einen ersten Einblick in
den  modularen   Aufbau   der  NRPS‐Systeme.  Untersuchungen   durch   Kleinwinkelstreuung
(SAXS)  zeigen,  dass multimodulare  NRPS‐Gebilde  eine  wesentlich   längere  Schraubenachse,
im Vergleich zu dem Akzeptor‐Modell, besitzen. Zusätzlich zeigen die SAXS‐Experimente die
Abhängigkeit  der  globalen  NRPS‐Struktur  vom  Beladungszustand  der  PCP‐Domäne.  Ohne
detailllierte   Struktur‐Informationen   über   die   einzelnen   Konformationen,   die   durch
verschiedene Beladungszustände initiiert werden, konnte die durch die Kleinwinkelstreuung
gemessene   Elektronendichte   nicht   zuverlässig   durch   Strukturmodelle   der   einzelnen





genen   Komplexen   ist   die   Verwendung   der   analogen   Zielproteine   aus   thermophilen
Organismen[285‐286]. Dies wurde bereits für mehrere Systeme, wie FAS aus  Thermomyces
lanuginosus[54]  (pdb:  2UVB  und  2UVC),  Proteasom  aus  Thermoplasma  acidophilum[287]
(pdb:  3IPM),  70S‐Untereinheit  des  Ribosoms,  komplexiert  mit  Erythromycin  aus  Thermus
thermophilus[288]  (30S‐Bestandteil  pdb:  3OHC  und  50S‐Bestandteil  pdb:  3OHD),  Substrat‐
Bindeprotein   des   ABC‐Uptake‐Transporters   für   polare   Aminosäuren   aus  Streptococcus
thermophilus (pdb: 3HV1; noch nicht publiziert), sowie verschiedene Momentaufnahmen der
BV‐Monooxygenase   aus  Thermobifida   fusca[289]  (pdb:   2YLR)   gezeigt.   Durch   diese
Vorgehensweise  können  nicht  nur  eine  bessere  Auflösung  oder  mehrere  Konformationen





Für  die   in  dieser  Arbeit  untersuchten   trimodularen  NRPS‐Systeme  mit  einem  Molekular‐
gewicht von über 400 kDa mussten viele Hürden bei der Genexpression, dem Zellaufschluss,
der  Proteinreinigung  und  der  Beladung  überwunden  werden.  Mit  der  Reduzierung  des
Zielproteins  auf  nur  zwei  Module,  sowie  die  Wahl  des  FscG2‐3  aus  Thermobifida  fusca  YX
(Abb. 62) als Zielprotein, könnten diese Hürden minimiert, die Zugänglichkeit des Zielproteins
stark  erhöht  sowie  die  Kristallbildung  positiv  beeinflusst  werden.  Darüber  hinaus  könnten
verschiedene  Beladungszustände  der  PCP‐Domäne,  die  Serin  zu  Alanin  Variante  sowie  die
Methylierung der Lysinreste die Kristallbildung ebenfalls verbessern.
 7.2 Cryo‐EM an multimodularen NRPS
Der  Versuch,  mittels  der  Kleinwinkelstreuung  an  dimodularen  TycB2‐3‐Systemen,  generelle
Aussagen  über  die  globale  NRPS‐Struktur  zu  treffen,  scheitert  aufgrund  der  dynamischen
Reorganisation  der  einzelnen  Domänen.  Auch  die  Einschränkung  der  Freiheitsgrade  durch
den   verschiedenen   Beladungszustand   der   PCP‐Domänen   in   den   untersuchten   NRPS‐
Systemen ergab nur partiell die benötigte Rigidität. Um diese Freiheitsgrade der modularen
Struktur  global  einzuschränken,  wurden  NRPS‐Systeme  mittels  der  Cryo‐Elektronenmikro‐
skopie untersucht. Messbedingt können nur Zielproteine mit einem Molekulargewicht über
300 kDa  erfolgreich  untersucht  werden.  Daher  wurde  das  Zielsystem  auf  das  trimodulare
SrfAA‐Zielprotein (402 kDa) umgestellt. 
Die Proben wurden zuerst auf ein beschichtetes und ionisiertes Plättchen (grid) aufgetragen
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Die   aus  den  Aufnahmen  extrahierten  Einzelbilder   (images)  wurden  mit  dem   auf   SrfAA
angepassten  NRPS‐Akzeptor‐Modell   als  Vorlage   auf   übereinstimmende   Figuren   (figures)
verglichen.   Die   daraus   resultierenden   Figuren   wurden   nach   der   dem   Einzelpartikel




untersucht  wurden.  Die  Bilder  wurden  anschließend  nach  verschiedenen  Projektionen  des




Der   strukturelle   Befund   zeigt   die  Übereinstimmung   der   ermittelten   Struktur   des  Apo‐
Zielproteins  mit dem Strukturmodell, wenn auch eine  gewisse Abweichung zu verzeichnen
ist.   Um   diesen   strukturellen   Befund   zu   verfeinern,   wurde   sowohl   die   Anzahl   der
aufgenommenen Partikel auf 35000 als auch die der Vergleichsdurchgänge auf 9 erhöht. Die
ersten  drei  Durchgänge  wurden  diesmal  ohne  ein  Strukturmodell  aufgenommen,  um  ein
natives Strukturtemplat zu erhalten (Abb. 64A). Alle aufgenommenen Projektionen wurden
aufeinander  ausgerichtet  und  über  mehrere   iterative  Durchgänge  gemittelt.  Anschließend
wurden sie ihrer Projektion entsprechend in Klassen selektiert, sowie unspezifische Klassen
für  die   spätere  Betrachtung  entfernt   (Abb. 64B).  Diese  Klassen   stehen   für   verschiedene
Blickwinkel   auf  das   Zielprotein.  Durch   die   einzelnen  Übereinstimmungen   zwischen  den
verschiedenen   Klassen   (common   lines   orientation   search)  wurde   zuerst   die   absolute
Orientierung der entsprechenden Klasse bestimmt und anschließend das räumliche Modell
erstellt.  Mit   diesem  Modell  wurde   die   iterative   Suche   für  weitere   sechs  Durchgänge
durchgeführt   (Abb. 64A).  Nach   der   letzten  Wiederholung  wurde   das   räumliche  Modell
anhand   des   Apo‐SrfAA   erstellt   (Abb. 64C).   Das   erstellte  Modell   hat   gewisse   globale
Ähnlichkeiten  mit   dem   NRPS‐Modell,  wie   die   schraubenförmige   Ausdehnung   und   die




Dies  kann  mehrere  Ursachen  haben:   zunächst  wurde  die  Probe  unter  Raumtemperatur
vorbereitet,  eine  Vorbereitung  bei  4°C  würde  die  Beweglichkeit  der  Domänen  zueinander
zumindestens einschränken. Zusätzlich scheinen die Plättchen (grids) eine zu dichte Packung
der Zielproteine zu beinhalten, die sich gegenseitig zu beeinflussen scheinen.
Wie   bereits   durch   SAXS‐Experimente   gezeigt,   beschreiben   die   Zielproteine   in   unter‐
schiedlichen  Beladungszuständen  eine  voneinander  abweichende  globale  Anordnung  und
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von   freiem   Amino‐CoA‐Au   befreit.  Eine   ausführliche   Analyse   aller  mit   CoA‐Derivaten
beladenen Zielproteine steht noch an.
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Die  Eingabedatei  muss   in   fasta‐Format  vorliegen.  Alle  Sequenzen  werden  untereinander
geschrieben.   Zuerst  wird   der  Header  angegeben,   der   auf   das   Zeichen   '>'   folgt   und
Informationen  über  die  untenstehende  Sequenz  enthält.  Alle  Gaps werden  mit  einem   '-'‐
Zeichen gekennzeichnet. Beispiel für die SrfAC‐Sequenz aus der COM‐Modul‐Klasse:









































































































sehen.   Alle   C/E‐Dualdomänen   enthaltenden   oder   nachfolgenden   Module,   wie   für
Arthrofactin   Synthetase[242]  beschrieben,   wurden   dabei   nicht   berücksichtigt.   In   der
Tabelle 19  sind  alle  berechneten  Längen,  sowie  die  dazugehörigen  Standardabweichungen
angegeben. Die untersuchten  Sequenzen,  die  in  drei  Klassen unterteilt wurden, die  COM‐,
Elongations‐ und Terminationsmodule, wurden separat voneinander untersucht. Als Marker
wurden die Core‐Motive der Kondensations‐ (C1‐C7), Adenylierungs‐ (A1‐A10), der PCP‐ (T1)
und  der   Thioesterase‐Domäne   (TE1)   verwendet.   Zusätzlich  wurden   die  Marker  um  die
Domänen‐ sowie Subdomänenübergänge und weitere Strukturmerkmale (βC13 – Ende der
Bridge‐Region,  αC13 – C‐Terminus  der C‐Domäne  oder N‐ bzw.  C‐Terminus  einer Domäne)
ergänzt.  Durch  die  Analyse  kann  gezeigt  werden,  dass  zwei  Bereiche  der  Kondensations‐
domäne   und   drei   Bereiche   der   Adenylierungsdomäne   eine   höhere   Sequenzvarianz
aufweisen.   In   der   C‐Domäne   sind   das   die   Bereiche   um   die   innere   N‐terminale
Reaktionskammer  (C2  bis  C3),  sowie  der  Bereich  der  die  Bridge‐Region  beschreibt  (C7  bis
βC13  bzw.  αC13,  das  C‐terminale  β‐Faltblatt  bzw.  α‐Helix).  Beide  Bereiche   flankieren  die
Reaktionskammer   der   C‐Domäne   und   sind   so   an   der   katalytischen   Reaktion   der
verschiedenen Produkte beteiligt, was auch die höhere Varianz erklären würde. Der Bereich
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der Adenylierungsdomäne, der für die Erkennung und Aktivierung der Substrate zuständig ist




in   trans  wirkenden,  modifizierenden  Enzyme   (tailoring  enzymes)  dienen.  Trotz  der   leicht
erhöhten   Abweichungen   in   der   Länge   der   einzelnen   Bereiche,   kann   eine   gute
Übereinstimmung  mit   den   bereits   publizierten  Werten   festgestellt  werden[91].  Die   in
verschiedenen Klassen geordneten Sequenzen zeigen ähnliche Werte für die Adenylierungs‐
domäne,  während  die  Werte   für  die  Kondensationsdomäne  untereinander  eine  geringe
Variabilität   aufweisen.   Zusätzlich  wurden   die   die   PCP   flankierenden   Linker,   sowie   die
Thioesterase‐Domäne untersucht. Eine sehr hohe Varianz (σ = 17.0 Aminosäuren) weist der
C‐terminale  Bereich  der  Thioesterase  auf.  Dieser  Bereich  kodiert  unter  anderem  den  sehr
flexiblen   und   in   seiner   Länge   sehr   variablen   Deckel   (Lid‐Region).   Bereits   untersuchte
Domänen mit der charakteristischen Faltung zeigen, dass dieser Bereich  aus einer (Fengycin‐
TE[294]),   zwei   (Surfactin‐TE[124]),   drei   (Rifamycin‐TE[295])   oder   vier   (Human‐FAS‐
Thioesterase[51])  α‐Helices  bestehen  kann,  was  die  hohe  Diskrepanz  erklären  könnte.  Die
Bereiche  zwischen  dem  Core‐Motiv  der  PCP‐  (T1)  und  der  C‐Domäne  (C1)  beinhalten  die
gesammten Linkerbereiche (19 Aminosäuren in TycC5‐PCP‐C[121]), können jedoch zusätzliche
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